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CAPITOLO I 
- Introduzione - 
 
I.1. La malattia parodontale: definizione e overview 
La malattia parodontale è iniziata dalla placca batterica, che si accumula nella regione 
crevicolare gengivale e induce una risposta infiammatoria. Questa infiammazione, o gengivite 
cronica, può progredire in individui suscettibili in una condizione infiammatoria cronica 
distruttiva denominata parodontite. Mentre la gengivite è un processo reversibile, nella 
parodontite l’osso e altri tessuti di supporto dei denti vengono distrutti irrimediabilmente 
(Armitage 1999, Flemmig 1999, Armitage et al. 2000).  
La placca dentale, aggregato contenente 400 specie batteriche diverse, è l’agente eziologico 
della parodontite. Importante ruolo è rivestito dalla risposta infiammatoria dell’ospite 
all’infezione batterica. Il delicato rapporto fra questi due fattori determina lo stato istologico e 
clinico dei tessuti parodontali e, pertanto, anche l’eventuale comparsa della malattia.  
Studi prospettici a lungo termine sulla evoluzione naturale della malattia parodontale 
condotti da Löe et al. (1986) su una popolazione dello Sry Lanka hanno dimostrato come Il 
rischio per la parodontite non è condiviso equamente dalla popolazione. È chiaro che la 
parodontite influenza pesantemente un gruppo ad alto rischio che rappresenta il 10-15% circa 
della popolazione, nella quale la malattia progredisce rapidamente dalla gengivite cronica alla 
parodontite distruttiva (Löe et al. 1986, Johnson et al. 1988, Jenkins & Kinane 1989). Questo 
rischio differenziale per la parodontite è consistente con gli elementi ereditabili della 
suscettibilità, ma anche con una diversa esposizione a fattori di rischio esogeni/ambientali.  
 
I.2. La parodontite: patogenesi 
L’accumulo di placca batterica sulle superfici dentali adiacenti ai tessuti gengivali porta le 
cellule dell’epitelio giunzionale e sulculare a contatto con prodotti di scarto, enzimi e 
componenti della parete dei batteri colonizzatori. Quando la carica batterica aumenta, allo 
stesso modo tende ad aumentare la risposta irritativa dei tessuti dell’ospite a queste sostanze. 
Le cellule epiteliali vengono stimolate dalle sostanze microbiche alla produzione di citochine 
pro-infiammatorie e altri mediatori chimici dell’infiammazione. Questi mediatori danno inizio 
ad una risposta all’interno dei tessuti che segue la risposta infiammatoria classica. I tessuti 
diventano edematosi per l’accumulo di fluidi e l’infiltrazione di cellule infiammatorie, e si 
sviluppa così la gengivite. Negli stadi precoci, i neutrofili (leucociti polimorfonucleati o PMN) 
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predominano a causa della loro mobilità e flessibilità, e a causa degli effetti delle molecole di 
adesione sui vasi sanguigni che legano preferenzialmente i PMN nelle fasi precoci 
dell’infiammazione. Inoltre, si sviluppa un gradiente chemiotattico dal solco al tessuto 
connettivo e pertanto i PMN sono attratti verso il solco crevicolare. I fattori chemiotattici 
includono proteine microbiche e peptidi come la potente formilmetionilleucil-fenilalanina 
(FMLP) e fattori chemiotattici dell’ospite come le chemochine (in particolare IL-8), molecole 
prodotte dai neutrofili come il leucotriene B4 e molecole derivate dall’attivazione del sistema 
del complemento (C5a). I PMN vengono attratti nell’area insieme ad altri leucociti come 
monociti, macrofagi e linfociti. I macrofagi sono l’unico tipo di cellule oltre ai neutrofili che 
hanno una funzione utile nel solco, ovvero che sono in grado di fagocitare PMN morti o 
morenti e quindi rimuoverli dall’area. Questo processo è estremamente utile per l’ospite, poiché 
le cellule morenti o iper-attivate sono in grado di degranulare, cioè di rilasciare i loro enzimi in 
modo incontrollato, causando più danno ai tessuti dell’ospite e esacerbando ulteriormente 
l’infiammazione. Pertanto, la funzione di spazzino dei macrofagi è utile nel contenere 
l’infiammazione. L’altra essenziale funzione di queste cellule, ovvero il loro ruolo di 
presentazione dell’antigene, non può essere operativo all’interno del solco poiché non è 
possibile, per queste cellule, ritornare ai tessuti dell’ospite e ai vasi linfatici, dove potrebbero 
completare questa funzione. Questo fa comprendere come il ruolo di presentazione 
dell’antigene dei macrofagi e le funzioni immunitarie delle cellule B e T si svolgano nel tessuto 
connettivo, e le molecole di adesione come CD44 sono in grado di ancorare queste cellule 
immunitarie all’interno dei tessuti in modo che possano espletare la loro funzione senza essere 
disperse nel solco crevicolare. Queste molecole vengono up-regolate (aumentate di numero) 
durante l’infiammazione da varie citochine pro-infiammatorie prodotte da una varietà di 
cellule. Non sorprende che i leucociti che necessitano di rimanere nel tessuto connettivo per 
svolgere le loro funzioni esprimano grandi quantità di queste molecole di adesione tissutale, 
sebbene cellule come i PMN, che funzionano in prossimità dei microrganismi, abbiano poche 
di queste molecole di adesione.  
In aggiunta, specifiche molecole di adesione come ICAM-1 nell’epitelio giunzionale 
possono assistere i movimenti dei PMN nel solco crevicolare e sono infatti up-regolate 
dall’azione diretta dei prodotti batterici e da ciotochine prodotte dai PMN. Pertanto i PMN 
arrivano in grandi quantità nel solco crevicolare e iniziano a svolgere la loro funzione di 
fagocitosi, aiutati dal complemento e dagli anticorpi (opsonine). La presenza dei corrispondenti 
recettori Fc per queste molecole anticorpali sui PMN è necessaria per la funzione antimicrobica 
degli anticorpi. Le cellule del Langerhans all’interno dell’epitelio raccolgono materiale 
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antigenico di derivazione batterica e lo portano al tessuto linfoide dove avviene la 
presentazione antigenica ai linfociti. Questa presentazione dell’antigene risulta in linfociti 
attivati che ritornano al sito di esposizione microbica dove le cellule B vengono trasformate in 
plasmacellule e producono anticorpi o cellule T che diventano arruolate nella risposta umorale 
e nello sviluppo dell’immunità cellulo-mediata a questi microbi. Gli anticorpi possono essere 
prodotti a livello locale o sistemico e agiscono aggregando o bloccando microbi, prevenendo 
l’adesione dei microbi all’epitelio, lavorando con il complemento per favorire la lisi dei 
microbi e, in collaborazione con i PMN, permettendo una fagocitosi efficiente 
(opsonizzazione).  
L’accumulo e l’attività dei PMN nel solco crevicolare risulta nel rilascio di molti enzimi che 
hanno effetti dannosi sia sui tessuti dell’ospite che sui microbi. Inoltre, l’infiltrato 
infiammatorio necessita di uno spazio progressivamente crescente nei tessuti parodontali per 
svolgere la sua funzione e alcuni componenti strutturali del parodonto vengono perduti creando 
lo spazio fisico per i leucociti che infiltrano i tessuti. Inoltre, quando il tessuto epiteliale viene 
danneggiato, l’epitelio ricresce in posizione più apicale, dando origine alla tasca parodontale. 
Mentre l’infiltrato infiammatorio si estende, l’osso viene riassorbito in modo da fare più spazio 
alle cellule di difesa. Si forma il tessuto di granulazione che è altamente vascolarizzato e pieno 
di plasmacellule che producono anticorpi. Questo tessuto di granulazione contiene cellule in 
grado di produrre enzimi che degradano la matrice e citochine che direttamente o 
indirettamente degradano ulteriormente il tessuto connettivo e l’osso. In ultimo, se lasciati 
incontrollati, i microbi continueranno a produrre prodotti dannosi per l’ospite, l’ospite 
continuerà il tentativo di confinare i microbi attraverso la sua risposta immunitaria, le tasche si 
approfondiranno, il tessuto di granulazione si estenderà, l’osso e il legamento parodontale 
verranno perduti e il riassorbimento del supporto parodontale del dente ne provocherà 
l’esfoliazione. 
Un modello recentemente proposto per la descrizione dei meccanismi patogenetici alla base 
della parodontite è descritto in Figura I.1. 
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Figura I.1. Modello di sistemi biologici che suggerisce come la patogenesi della parodontite può essere 
definite attraverso la componente batterica, l’esposizione a fattori ambientali, e variazioni genetiche dell’ospite 
associate con la malattia. Il livello A descrive i meccanismi biologici coinvolti nelle risposte immuno-
infiammatorie e nel metabolismo del tessuto connettivo e del tessuto osseo, e il livello B descrive i parametri 
clinici e i marker biologici osservabili. Nel livello B, i prodotti derivanti da diverse specie microbiche sono 
rappresentati dagli arrays (*). Questi prodotti attivano i meccanismi immuno-infiammatori, che 
consequenzialmente influenzano il comportamento dell’osso e il metabolismo del tessuto connettivo. Per ciascun 
individuo ci sono combinazioni di variazioni genetiche e fattori ambientali (es. variazione genetica dell’ospite: 
pattern 1 e fumo > 20 sigarette/die). Questi fattori genetici e ambientali agiscono sui meccanismi del livello A 
modificando l’espressione dei geni attivati dai prodotti batterici. L’espressione genica, le proteine e i metaboliti 
del livello A possono essere individuati in campioni di tessuto (**), e l’azione di tali componenti biologiche 
induce variazioni nei tessuti che possono essere misurate attraverso segni clinici (***) (da Korman K.S. J 
Periodontol 2008;79 Suppl. 8:1560-1568). 
 
 
I.3. La parodontite: caratteristiche cliniche e classificazione 
I segni clinici associati alla parodontite, e quindi i parametri in base ai quali si effettua la 
diagnosi di tale malattia, sono i seguenti: 1) perdita di attacco clinico, 2) perdita di osso alveolare 
(sia in senso orizzontale che verticale). 
 
I sintomi che possono essere associati alla parodontite sono i seguenti: 1) alterazioni del 
volume, del colore e della tessitura della gengiva marginale, 2) sanguinamento al sondaggio, 3) 
ridotta resistenza dei tessuti molli marginali al sondaggio (aumento della profondità di 
sondaggio), 4) recessione del margine gengivale, 5) esposizione delle forcazioni, 6) aumento 
della mobilità dentale, 7) estrusione, inclinazione o sventagliamento dentario. 
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La parodontite può avere diverse manifestazioni cliniche. Questo ha portato al riconoscimento 
di diverse sindromi cliniche. Fino a poco tempo fa, la domanda se queste differenti 
manifestazioni cliniche rappresentassero o meno differenti forme della stessa malattia è stata 
motivo di dibattito. Oggi diverse linee di evidenza supportano l’esistenza di forme diverse di 
parodontite. Queste, in particolare, includono: 
1. Il consenso clinico crescente di una diversa prognosi e la necessità di approcci di 
trattamento specifici per la varie sindromi; 
2. L’eterogeneità nell’eziologia con possibili implicazioni terapeutiche; 
3. L’eterogeneità nella suscettibilità genetica e ambientale. 
Nel Workshop sulla classificazione delle malattie parodontali del 1999, le diverse forme di 
parodontite sono state riclassificate in 3 diverse forme maggiori (croniche, aggressive, 
necrotizzanti) e in manifestazioni parodontali di malattie sistemiche. 
 
I.4. La parodontite aggressiva: epidemiologia, caratteristiche cliniche e 
classificazione  
Studi epidemiologici hanno mostrato che la prevalenza della AgP varia sensibilmente tra 
razze, continenti e stati diversi. La prevalenza stimata della AgP varia da 0.1% a 15% nei 
Caucasici, negli Ispanici e negli Afro-Americani (Saxe’n 1980, Neely 1992, Sjodin et al. 1993, 
Albandar et al. 1997). Una prevalenza molto maggiore viene riportata negli Afro-Americani 
quando questi sono comparati ai Caucasici (Buremeister et al. 1984, Löe & Brown 1991, 
Melvin et al. 1991). Dati dalla Cina mostrano che la prevalenza della AgP varia da 0.12% a 
0.47% in differenti regioni del paese (Wang et al. 1990, Hu et al. 2002, Gao et al. 2004). 
 
Sebbene la definizione di AgP sia recente e non rappresenti solo un nuovo termine per la 
precedente definizione di EOP, altri dati utili per stimare la prevalenza e distribuzione della AgP 
vengono da studi epidemiologici sulla EOP (Papapanou 1996).  
 
È disponibile scarsa evidenza riguardo alla prevalenza della EOP nella dentizione decidua. 
Nei pochi studi condotti nei paesi industrializzati, la perdita di osso alveolare è stata riscontrata 
nella dentizione decidua di bambini di 5-11 anni con una frequenza variabile da 0.9% a 4.5% 
dei soggetti (Sweeney et al. 1987, Bimstein et al. 1994). 
 
Nella dentizione permanente di soggetti di 13-20 anni, la maggioranza degli studi ha 
riportato una prevalenza della EOP inferiore all’1% (di solito 0.1%-0.2% nelle popolazioni 
  
 10 
caucasiche). Il rischio di sviluppare EOP, tuttavia, non sembra essere condiviso equamente 
nella popolazione: tra gli studenti americani di 5-17 anni, la prevalenza di EOP è stata stimata 
aggirarsi tra 0.2% per i bianchi e 2.6% per i neri (Löe & Brown 1991). Inoltre, una elevata 
prevalenza di EOP è stata riportata in studi condotti nei paesi in via di sviluppo. Studi 
longitudinali di progressione della malattia negli adolescenti indicano che i soggetti con segni 
di parodontite distruttiva in giovane età sono predisposti ad un ulteriore deterioramento delle 
loro condizioni parodontali. Tale deterioramento appare più pronunciato nei siti colpiti 
inizialmente, e nei pazienti provenienti da fasce socio-economiche basse della popolazione.  Il 
deterioramento dello stato parodontale implica sia un aumento dell’estensione (prevalenza di 
lesioni nella dentizione) che della severità delle lesioni (ulteriore perdita di osso alveolare nei 
siti colpiti inizialmente) (Lissau et al. 1990, Albandar et al. 1991a,b, Clerehugh et al. 1991, 
Albandar 1993).  
 
Pertanto, anche se, ad oggi, esiste una scarsa quantità di dati epidemiologici relativi alla 
AgP, i dati relativi alla EOP sembrano suggerire che una piccola ma significativa frazione della 
popolazione di bambini e giovani adulti è affetta da forme aggressive di parodontite. Data la 
severità di queste forme di malattia parodontale e la loro tendenza a progredire, la 
identificazione precoce della AgP deve essere un obiettivo primario dei clinici e dei ricercatori.  
 
La parodontite aggressiva (AgP) comprende un gruppo di forme di parodontite rare, 
caratterizzate da severa distruzione dell’attacco parodontale, rapidamente progressive, spesso 
caratterizzate da una tendenza dei casi ad aggregare in famiglie. Fino a pochi anni or sono, 
questo gruppo di patologie era definito come principalmente basato sulla età di 
insorgenza/diagnosi ed era pertanto denominato parodontite ad insorgenza precoce (EOP). Le 
caratteristiche di questa forma della malattia, tuttavia, possono manifestarsi a qualsiasi età. La 
AgP, in genere, tende a manifestarsi precocemente nella vita dell’individuo (terza-quarta 
decade); questo implica che gli agenti eziologici sono in grado di causare segni e sintomi di 
malattia identificabili clinicamente in un periodo di tempo relativamente breve. Questo fatto è 
determinante per la attuale comprensione di queste malattie, dal momento che implica una 
infezione a partire da una microflora altamente virulenta e/o un livello elevato di suscettibilità 
dell’ospite alla malattia parodontale.  
 
In assenza di una classificazione eziologica, le forme aggressive di malattia parodontale sono 
state basate sulle seguenti caratteristiche primarie (Lang et al. 1999) (Tabella I.1): 
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- anamnesi medica non rilevante; 
- rapida perdita di attacco clinico e distruzione di osso alveolare; 
- aggregazione familiare dei casi. 
Le caratteristiche secondarie che sono state considerate essere generalmente ma non 
universalmente presenti (Tabella I.1) sono: 
- quantità di depositi microbici non corrispondente alla severità di distruzione dei tessuti 
parodontali; 
- proporzioni elevate di Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomitans (A.a.) e, in 
alcune popolazioni, di Porphyromonas gingivalis (P.g.); 
- anormalità dei fagociti; 
- fenotipo macrofagico iper-rispondente, inclusa una produzione elevata di prostaglandina E2 
(PGE2) e di interleuchina 1 (IL-1 ) in risposta alle endotossine batteriche; 
- la progressione della perdita di attacco clinico e della perdita di osso alveolare può 
presentare una remissione spontanea. 
 
Caratteristiche primarie 
della parodontite aggressiva 
Caratteristiche secondarie 
della parodontite aggressiva 
 
anamnesi medica non rilevante 
 
quantità di depositi microbici non corrispondente alla 
severità di distruzione dei tessuti parodontali 
 
rapida perdita di attacco clinico e 
distruzione di osso alveolare 
 
proporzioni elevate di Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans e, in alcune popolazioni, di 
Porphyromonas gingivalis 
 
aggregazione familiare dei casi 
 
anormalità dei fagociti 
 
 
fenotipo macrofagico iper-rispondente 
  
 
occasionale carattere self-arresting della progressione 
della perdita di attacco clinico e di osso alveolare 
 
Tabella I.1. Caratteristiche primarie (criteri diagnostici) e secondarie (generalmente ma non universalmente 
presenti) della parodontite aggressiva (Lang et al. 1999). 
 
 
Il Workshop internazionale per la classificazione ha identificato caratteristiche cliniche e di 
laboratorio abbastanza specifiche da consentire una sottoclassificazione della AgP in forma 
localizzata e forma generalizzata (Lang et al. 1999, Tonetti & Mombelli 1999). Le seguenti 
caratteristiche sono state identificate: 
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Parodontite Aggressiva Localizzata (LAP) 
- insorgenza circum-puberale; 
- insorgenza a livello dei primi molari/incisivi con perdita di attacco clinico interprossimale 
in almeno due denti permanenti, uno dei quali è un primo molare, e che coinvolga non più 
di due denti oltre a primi molari e incisivi; 
- consistente risposta anticorpale sierica ad agenti infettanti; 
Parodontite Aggressiva Generalizzata (GAP) 
- di solito colpisce persone al di sotto dei 30 anni di età, ma i pazienti possono essere anche di 
età superiore a 30 anni; 
- perdita di attacco interprossimale generalizzata che colpisce almeno tre denti permanenti 
oltre a primi molari e incisivi; 
- natura episodica pronunciata della distruzione dell’attacco clinico e dell’osso alveolare; 
- scarsa risposta anticorpale sierica ad agenti infettanti. 
 
La GAP rappresenta il gruppo più eterogeneo e include le forme più severe di parodontite. 
Queste comprendono forme originalmente descritte come parodontite giovanile generalizzata 
(enfasi su una possibile relazione con LAP), parodontite severa (enfasi sulla distruzione 
parodontale avanzata in relazione all’età del paziente) o parodontite rapidamente progressiva 
(enfasi sulla elevata velocità di progressione della malattia). Ciascuna di queste forme di GAP, 
tuttavia, rimane altamente eterogenea in termini di manifestazione clinica e di risposta alla 
terapia. Il Workshop Europeo di Parodontologia (1993) ha pertanto suggerito che, dal momento 
che non è ancora disponibile una migliore classificazione eziologica, queste forme dovrebbero 
essere considerate come un unico gruppo nell’attesa che questo venga meglio definito in futuro 
attraverso l’uso di vari descrittori clinici della malattia basati su parametri clinici, microbiologici 
e immunologici (Attström & Van der Velden 1993). È anche importante sottolineare che, 
malgrado le linee di evidenza sopracitate, la LAP e la GAP possono semplicemente 
rappresentare variazioni fenotipiche di una singola entità patologica. D’altro canto, è possibile 
che differenti forme di AgP possano manifestarsi con una manifestazione clinica comune. 
Questo aspetto è di grande rilevanza diagnostica e terapeutica. Alcuni report clinici hanno 
indicato che alcuni soggetti possono manifestare parodontite nella dentizione decidua, seguita da 
LAP e più avanti da GAP (Shapira et al. 1994b). Uno studio ha indicato che la dentizione 
decidua dei pazienti con LAP presentava perdita ossea a livello dei primi molari nel 20-52% dei 
casi, suggerendo che almeno alcuni casi di LAP potevano inizialmente colpire la dentizione 
decidua (Sjodin et al. 1989, 1993). Inoltre, nei soggetti con LAP è stata descritta una 
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associazione tra il numero di lesioni e l’età del soggetto, suggerendo una variazione età-
dipendente dalla forma localizzata alla forma generalizzata di AgP (Hormand & Frandsen 1979, 
Burmeister et al. 1984). 
 
La Figura I.2 illustra un caso clinico paradigmatico di paziente affetto da forma generalizzata 
di AgP. 
    a.  
 
 
 
                                b.  
 
   1997  
 
   1999 
 
 
Figura I.2. Aspetto clinico (a) radiografico (b) di un paziente (, anni 28), affetto da parodontite aggressiva 
generalizzata. Si noti come la malattia determini un progressivo e rapido deterioramento delle condizioni 
parodontali, con perdita di attacco e di elementi dentari, in un arco di tempo di circa 2 anni (b). 
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I.5. Aspetti genetici della suscettibilità dell’ospite nella parodontite aggressiva 
Nel passato è stato riconosciuto che i fratelli dei pazienti con parodontite giovanile (JP) 
soffrivano frequentemente di parodontite. Questa osservazione era principalmente basata su casi 
aneddotici riferibili di una o più famiglie identificate sulla base di un membro affetto da JP. In 
uno studio americano condotto su 77 discendenti di 39 soggetti con JP localizzata (LJP) o 
generalizzata (GJP), è stato mostrato come più del 50% dei fratelli soffrivano di JP (Boughman 
et al. 1992). In 11 famiglie era osservabile la presenza di entrambe le forme LJP e GJP. Poiché 
uno studio epidemiologico su larga scala condotto negli Stati Uniti ha mostrato che la prevalenza 
di JP varia tra lo 0.16% e il 2.49% (Löe & Brown 1991), l’alta prevalenza di JP in queste 
famiglie ha suggerito l’esistenza di un background genetico per la malattia. 
Il più grande studio di aggregazione familiare della JP ha incluso 227 membri affetti da forma 
aggressiva di parodontite (Marazita et al. 1994). Per 26 pazienti affetti da GJP la storia 
anamnestica e clinica era compatibile con una pregressa LJP, a dimostrazione della progressione 
della forma localizzata in una forma più generalizzata. Inoltre, in 16 famiglie è stata osservata la 
presenza concomitante di LJP e GJP, a conferma delle osservazioni fatte da Boughman et al. 
(1992). Dei 227 membri affetti, 104 avevano almeno un parente di primo grado che era stato 
sottoposto ad esame clinico. Era quindi possibile condurre una analisi di segregazione su 100 
famiglie, 4 delle quali avevano 2 membri affetti ciascuna. I membri delle famiglie hanno incluso 
527 soggetti: 60 con LJP, 72 con GJP, 254 soggetti non affetti, 141 soggetti con una condizione 
parodontale non nota. Il gruppo dei soggetti non affetti includeva soggetti edentuli, soggetti con 
parodontite cronica, e soggetti parodontalmente sani. La maggioranza delle famiglie era di 
origine Afro-Americana. Gli Autori hanno concluso che la modalità più plausibile di ereditarietà 
era il modello di trasmissione autosomica dominante sia nelle popolazioni Afro-Americane che 
Caucasiche, con una penetranza del 70% negli Afro-Americani e del 73% nei Caucasici. 
 
Altri studi di aggregazione familiare hanno indicato che la prevalenza di AgP è alta in certe 
famiglie, dove la percentuale di fratelli affetti può raggiungere il 40-50% (Saxen & Nevanlinna 
1984, Beaty et al. 1987, Long et al. 1987, Llorente & Griffiths 2006). Tale rilevante 
aggregazione familiare dei casi rinforza l’ipotesi che i fattori genetici possono essere importanti 
nel determinare la suscettibilità alla AgP. Gli studi genetici in queste famiglie suggeriscono che 
la modalità di trasmissione della malattia sia consistente con l’ereditarietà mendeliana di un gene 
di maggiore effetto (Saxen & Nevanlinna 1984, Beaty et al. 1987, Boughman et al. 1992, Hart et 
al. 1992, Marazita et al. 1994). Questo significa che l’aggregazione familiare osservata può 
dipendere in parte da uno o più geni che possono predisporre gli individui a sviluppare la AgP. 
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Le analisi di segregazione hanno indicato che la modalità più plausibile di ereditarietà è quella 
autosomica dominante (Saxen & Nevanlinna 1984, Beaty et al. 1987, Hart et al. 1992, Marazita 
et al. 1994). La maggior parte degli studi, tuttavia, sono stati condotti su popolazioni Afro-
Americane; è quindi possibile che possano esistere altre modalità di ereditarietà in popolazioni 
diverse.  
 
L’analisi di segregazione può fornire informazioni circa la modalità di ereditarietà di un tratto 
genetico ma non fornisce informazioni circa il/i gene/i coinvolto/i. La localizzazione 
cromosomica di un gene di maggiore effetto per un tratto come la suscettibilità alla AgP può 
essere determinato attraverso l’analisi di linkage. (Boughman et al. 1986, Hart et al. 1993, Li et 
al. 2004b, Scapoli et al. 2005a). Nell’insieme tali dati, attualmente, sostengono l’esistenza di una 
eterogeneità genetica nella forma localizzata di AgP e in forme distinte di AgP. Pertanto, è 
attualmente accettato che sebbene studi genetici autorevoli sulla AgP sostengano l’esistenza di 
un gene di maggiore effetto, è improbabile che tutte le forme di AgP siano dovute alla stessa 
variante genetica (Hart 1996, Loos et al. 2005).  
 
Uno studio recente ha fornito una ulteriore linea di evidenza per una componente genetica alla 
AgP, mostrando che misure quantitative dei parametri parodontali mostrano livelli sostanziali di 
ereditarietà nei pazienti affetti da AgP (Diehl et al. 2005). Data l’attuale conoscenza che i 
soggetti affetti da AgP presentano una prevalenza elevata di difetti funzionali dei PMN e che 
hanno elevati livelli di produzione di mediatori dell’infiammazione in risposta ai 
lipopolisaccaridi batterici, sono stati proposti diversi loci genici per spiegare una aumentata 
suscettibilità alla AgP (Hart 1996).  
 
Un certo numero di polimorfismi genici, tra i quali quelli per interleuchina-1, interleuchina-
4, interleuchina-10, il fattore di necrosi tumorale , i recettori Fc, l’antigene leucocitario 
umano, il recettore per la vitamina D e il recettore per N-formilpeptide, sono stati indagati 
come potenziali marker per l’aumentata suscettibilità alla AgP. È stata eseguita una serie di 
studi per valutare se specifici polimorfismi in questi geni candidati sono associati con la AgP 
(Shapira et al. 2005, Loos et al. 2005). Sono state osservate associazioni significative per i geni 
che codificano per proteine associate alla funzione dei neutrofili (Fu et al. 2002, Loos et al. 
2003, Kaneko et al. 2004, de Souza & Colombo 2006), all’infiammazione e all’abilità 
dell’ospite di fronteggiare componenti batteriche come le endotossine (Suzuki et al. 2004, 
Scapoli et al. 2005 a,b, Brett et al. 2005, Noack et al. 2006), e con l’omeostasi del tessuto
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connettivo (Suzuki et al. 2004, Park et al. 2006, Soedarsono et al. 2006). In genere, sono stati 
presentati risultati discordanti sulla relazione tra polimorfismi genici indagati e la suscettibilità 
alla AgP in differenti popolazioni. Inoltre, la validità delle conclusioni della maggior parte 
degli studi citati soffre di una limitata numerosità campionaria, lo studio di un singolo 
polimorfismo o di pochi polimorfismi specifici in un gene, la mancata correzione per 
l’influenza dell’etnia e dei fattori ambientali (es. fumo) (Tonetti & Claffey 2005).  
 
Oltre ai geni di maggior effetto che possono determinare la suscettibilità alla AgP, altri geni 
possono agire come geni modificatori e influenzare l’espressione clinica della malattia. In questo 
senso, è stato dimostrato un particolare interesse in merito all’impatto del controllo genetico 
sulla risposta anticorpale a specifici batteri associati alla AgP, A.a. in particolare. Questi studi 
hanno dimostrato che l’abilità di produrre livelli elevati di anticorpi specifici dipende dalla razza 
ed è probabilmente protettiva (Gunsolley et al. 1987, 1988). Questo è stato dimostrato essere 
sotto il controllo genetico come un tratto co-dominante, indipendente dal rischio per la AgP. 
Negli individui suscettibili alla AgP, quindi, l’abilità di produrre elevati titoli anticorpali (IgG2 in 
particolare) può essere protettiva e prevenire l’estensione della patologia alla forma generalizzata 
(Diehl et al. 2003).  
 
I.6. Polimorfismi genici dell’interleuchina-1 nella parodontite aggressiva  
L’interleuchina-1 gioca un ruolo importante nella parodontite. L’interleuchina-1 e 
l’interleuchina-1, due molecole funzionalmente simili, sono state riconosciute come citochine 
pro-infiammatorie di importanza fondamentale. L’interleuchina-1ra è una molecola anti-
infiammatoria non segnalante che compete per il legame al recettore con l’interleuchina-1 e 
l’interleuchina-1. Il contributo complessivo dell’interleuchina-1 alla risposta pro-
infiammatoria dipende dal bilanciamento di queste tre molecole. Il cluster genico 
dell’interleuchina-1 mostra una elevata frequenza di polimorfismi, che risultano in una iper-
espressione delle citochine della famiglia dell’interleuchina-1, e sono associate con una serie di 
disordini autoimmunitari e patologie infiammatorie. 
Nel 1997, Kornman et al. (1997) hanno identificato una associazione tra la severità della 
parodontite cronica e dei polimorfismi di interleuchina-1A -889 e interleuchina-1B +3954, con un 
odd ratio di 6.8 (intervallo di confidenza 95%: 1.01 – 45.95). Questo studio ha suscitato grande 
interesse per i polimorfismi genici nelle malattie parodontali. Riguardo alla relazione tra il 
genotipo dell’interleuchina-1 e la suscettibilità alla AgP, sono stati presentati risultati 
discordanti in differenti ceppi etnici, inclusi i Caucasici-Americani, gli Afro-Americani, gli 
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Europei-Caucasici e gli Asiatici. 
I polimorfismi in interleuchina-1 +3954 sono stati riportati essere associati con la AgP in 
diversi studi (Diehl et al. 1999, Parkhill et al. 2000, Quappe et al. 2004, Scapoli et al. 2005a). 
La frequenza dell’allele 1 di interleuchina-1 +3954 è stato riscontrato più frequentemente in 
pazienti con AgP sia in popolazioni Afro-Americane che Caucasiche (Diehl et al. 1999, 
Parkhill et al. 2000), mentre l’allele 2 è stato osservato più spesso in pazienti Cileni affetti da 
AgP (Quappe et al. 2004). Anche la combinazione dell’allele 1 dell’interleuchina-1 +3954 con il 
fumo o l’allele 1 VNTR interleuchina-1RN sono stati associati alla AgP (Parkhill et al. 2000). 
Una differenza significativa nella distribuzione del genotipo di interleuchina-1 +3954 è stata 
riportata in una popolazione Brasiliana comparando il gruppo affetto da AgP con il gruppo 
affetto da parodontite cronica (Moreira et al. 2005). Tuttavia, questi risultati non sono stati 
confermati da altri studi sui polimorfismi di interleuchina-1 nella AgP dei Caucasici (Hodge et 
al. 2001, Roger set al. 2002), negli Afro-Americani (Walker et al. 2000), nei Nord-Europei 
(Gonzales et al. 2003), nei Brasiliani (Trevilatto et al. 2002), nei Giapponesi (Tai et al. 2002), 
nei Thailandesi (Anusaksathien et al. 2003) e nei Cinesi (Li et al. 2004). Nella popolazione 
Afro-Americana, l’allele 1 di interleuchina-1 +3954 è stato trovato essere portato da più del 
99% del gruppo controllo e dal 100% dei pazienti giovani con parodontite localizzata. Pertanto, 
in questa popolazione, i polimorfismi IL-1 +3954 fornirebbero limitate informazioni 
diagnostiche o predittive per la LAP (Walker et al. 2000). In maniera simile, in una 
popolazione Thailandese, la distribuzione del genotipo omozigote dell’allele di interleuchina-
1 +3954 era del 97.6%, valore che ha reso l’interleuchina-1 +3954 inadatta per l’utilizzo come 
marker genetico per la AgP (Anusaksathien et al. 2003). 
Altri polimorfismi genici per l’interleuchina-1, inclusi interleuchina-1A -889, interleuchina-
1RN VNTR, interleuchina-1A +4845 e interleuchina-1B -511, sono stati studiati da diversi gruppi 
in varie etnie (Diehl et al. 1999, Parkhill et al. 2000, Walker et al. 2000, Hodge et al. 2001, 
Rogers et al. 2002, Tai et al. 2002, Trevilatto et al. 2002, Anusaksathien et al. 2003, Gonzales 
et al. 2003, Li et al. 2004a, Quappe et al. 2004, Scapoli et al. 2005a). I risultati emersi sono 
contraddittori ed è estremamente difficile, se non impossibile, trarre alcuna conclusione 
sull’associazione del gene dell’interleuchina-1 con la AgP. Oltre alle differenze etniche, sembra 
che fattori confondenti, quali il fumo, il sesso o l’età, complichino complessivamente la studio 
del potenziale ruolo dei polimorfismi genici dell’interleuchina-1 nella AgP. 
Recentemente, uno studio caso-controllo ha valutato 10 SNPs nel cluster genico 
dell’interleuchina-1 per l’associazione con la AgP (Fiebig et al. 2008). Lo studio ha incluso 415 
pazienti Europei di razza caucasica affetti da AgP e 874 soggetti parodontalmente sani come 
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controlli. Gli SNPs analizzati hanno incluso i geni di interleuchina-1a e interleuchina-1  (7 
SNPs), il gene CKAP2L che codifica per la proteina 2 associata al citoscheletro (2 SNPs), il 
gene per interleuchina-1ra (1 SNP). I risultati dello studio non sembrano confermare l’esistenza 
di una associazione tra i geni indagati e la AgP (Fiebig et al. 2008).  
La Tabella I.2 riporta in ordine cronologico gli studi di associazione tra polimorfismi genici 
del cluster dell’IL-1 e AgP. 
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Riferimento 
bibliografico Patologia Geni indagati Risultati dello studio 
Diehl et al. 1999 parodontite a insorgenza precoce localizzata parodontite a insorgenza precoce generalizzata 
interleuchina-1A 
interleuchina-1B 
contributo significativo ma non esclusivo alla AgP 
dei polimorfismi genici indagati per interleuchina-1 
 
Walker et al. 2000 parodontite giovanile localizzata 
interleuchina-1A 
interleuchina-1B nessuna associazione 
Hodge et al. 2001 parodontite a insorgenza precoce generalizzata interleuchina-1A interleuchina-1B nessuna associazione 
Rogers et al. 2002 parodontite a insorgenza precoce 
interleuchina-1A 
interleuchina-1B 
interleuchina-1RA 
nessuna associazione 
Trevilatto et al. 2002 parodontite aggressiva 
interleuchina-1A 
interleuchina-1B 
interleuchina-1RA 
nessuna associazione 
Tai et al. 2002 parodontite a insorgenza precoce generalizzata 
interleuchina-1A 
interleuchina-1B 
interleuchina-1RA 
associazione positiva per il polimorfismo genico 
VNTR di IL-1ra 
Gonzales et al. 2003 parodontite aggressiva interleuchina-1A interleuchina-1B nessuna associazione 
Quappe et al. 2004 parodontite aggressiva nterleuchina-1A interleuchina-1B 
associazione positiva per il polimorfismo genico 
+3954 di IL-1b 
Li et al. 2004a parodontite aggressiva generalizzata 
interleuchina-1A 
interleuchina-1B 
interleuchina-1RA 
associazione positiva per il polimorfismo genico 
+4845 di IL-1a e per il polimorfismo genico -511 di 
IL-1b 
Scapoli et al. 2005a parodontite aggressiva generalizzata 
interleuchina-1A 
interleuchina-1B 
interleuchina-1RA 
associazione positiva per il polimorfismo genico 
+3953 di IL-1b e il polimorfismo genico VNTR di 
IL-1ra 
Moreira et al. 2005 parodontite aggressiva interleuchina-1B nessuna associazione 
Li et al. 2005 parodontite aggressiva 
interleuchina-1A 
interleuchina-1B 
interleuchina-1RA 
associazione positiva per il polimorfismo genico 
+4845 di IL-1a 
Brett et al. 2005 parodontite aggressiva 
interleuchina-1A 
interleuchina-1B 
interleuchina-1RA 
associazione positiva per il polimorfismo genico 
+3954 di IL-1b 
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Berdeli et al. 2006 parodontite aggressiva generalizzata interleuchina-1RA associazione positiva per l’allele IL-1RN2 
Sakellari et al. 2006 parodontite aggressiva 
interleuchina-1A 
interleuchina-1B 
interleuchina-1RA 
nessuna associazione 
Drodzik et al. 2006 parodontite aggressiva generalizzata interleuchina-1B 
 
nessuna associazione 
Moreira et al. 2007 parodontite aggressiva interleuchina-1A 
 
nessuna associazione 
Maria de Freitas et al. 2007 parodontite aggressiva generalizzata interleuchina-1A 
 
nessuna associazione 
Ren et al. 2008 parodontite aggressiva 
interleuchina-1A 
interleuchina-1B 
interleuchina-1RA 
associazione positiva per il polimorfismo genico -
511 di IL-1b 
Guzeldemir et al. 2008 parodontite aggressiva localizzata interleuchina-1A interleuchina-1B 
associazione positiva per il polimorfismo genico 
+4845 di IL-1a e per il polimorfismo genico +3954 
di IL-1b 
Fiebig et al. 2008 parodontite aggressiva 
interleuchina-1A 
interleuchina-1B 
interleuchina-1RA 
CKAP2L 
nessuna associazione 
 
Tabella I.2. Attuale evidenza scientifica riguardante la associazione del cluster genico dell’interleuchina-1 con la parodontite aggressiva. 
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I.7. Altri polimorfismi genici nella parodontite aggressiva  
Polimorfismi genici dell’interleuchina-4 
L’interleuchina-4 è considerata una citochina anti-infiammatoria, dal momento che possiede 
importanti funzioni nella modulazione della cellule B e nella regolazione della funzione 
macrofagica. Alterazioni del gene per interleuchina-4 possono aumentare la severità della 
malattia attraverso la down-regolazione della produzione di interleuchina-4. I polimorfismi 
genici dell’interleuchina-4 sono stati indagati in differenti etnie. Risultati negativi sono stati 
riportati sull’associazione tra i polimorfismi genici dell’interleuchina-4 con il rischio di AgP 
(Gonzales et al. 2004, Pontes et al. 2004, Michel et al. 2001). 
  
Polimorfismi genici dell’interleuchina-10 
L’interleuchina-10 è una citochina anti-infiammatoria, che può modulare l’espressione della 
malattia nella parodontite cronica. I polimorfismi del promoter del gene dell’interleuchina-10 
sembrano influenzare la regolazione della sua espressione. Diversi studi sono stati condotti in 
diverse popolazioni per indagare l’associazione del gene dell’interleuchina-10 con la AgP, ma 
nessun risultato positivo è stato riportato (Kinane et al. 1999, Yamazaki et al. 2001, Gonzales et 
al. 2002). 
 
Polimorfismi genici del fattore di necrosi tumorale- 
Il fattore di necrosi tumorale- (TNF-) è una potente citochina pro-infiammatoria che è in 
grado di indurre la distruzione tissutale e il riassorbimento osseo. Kinane et al. (1999) 
valutarono per primi un locus del gene per TNF- in 77 pazienti affetti da EOP nella Scozia 
occidentale e fallirono nel rinvenire una correlazione significativa. Successivamente, molti 
ricercatori hanno indagato la possibile associazione tra il polimorfismo nel gene per TNF- -308 
e la EOP.  Tale polimorfismo nella regione del promotore del gene sembra avere un’influenza 
nella produzione di TNF-, e i monociti dei pazienti con EOP localizzata secernono livelli 
elevati di TNF-. Sebbene sia stata osservata una frequenza più elevata dell’allele 2 del TNF- 
nei pazienti Caucasici con parodontite cronica rispetto a pazienti sani (Kornman & Di Giovine 
1998), e questa differenza sia stata correlata alla severità della parodontite cronica (Galbraith et 
al. 1999), i polimorfismi genici del TNF- non sembrano essere associati alla AgP in differenti 
etnie (Endo et al. 2001, Shapira et al. 2001, Trevilatto et al. 2002, Perez et al. 2004). 
 
Polimorfismi genici dei recettori Fc / 
I recettori Fc  giocano un ruolo cruciale nella difesa dell’ospite contro l’infezione batterica 
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legando le risposte umorali e cellulo-mediate. I geni che codificano gli allotipi con una 
diminuita attività sono stati suggeriti come potenziali fattori di rischio per patologie infettive ed 
infiammatorie. È stata indagata la associazione tra il polimorfismo genico del recettore Fc  e la 
AgP. Sebbene i risultati varino a seconda degli studi, sembra che il gene codificante per il 
recettore Fc  possa essere coinvolto nella suscettibilità alla AgP. 
Le frequenze del genotipo IIIB NA1/NA1 del recettore Fc  erano significativamente più 
elevate nella AgP rispetto ai controlli sani in una popolazione Cinese (Fu et al. 1999, Zhang et 
al. 2003a). Il recettore Fc  IIIB NA1/NA1 può essere un indicatore di rischio per la AgP. La 
frequenza dell’allele IIA R131 del recettore Fc  è stata trovata maggiore nella forma 
generalizzata di AgP rispetto alla parodontite cronica in una popolazione Taiwanese (Chung et 
al. 2003). 
In una popolazione Giapponese, è stata osservata una significativa prevalenza dell’allele 
IIIB NA2 del recettore Fc  nei pazienti affetti da EOP generalizzata. Sono state riscontrate 
differenze significative nella distribuzione dei genotipi IIIB del recettore Fc  e del genotipo 
composito comprendente il recettore Fc  IIIB NA2 e il recettore Fc  IIIA 158F tra i pazienti 
affetti da EOP generalizzata e pazienti sani (Kobayashi et al. 2000). Un altro studio ha riportato 
una differenza significativa nella distribuzione dell’allele IIIB NA2 del recettore Fc  in un 
gruppo di pazienti con AgP quando questi sono stati confrontati con un gruppo controllo, ma 
nessuna differenza nelle distribuzioni degli alleli/genotipi IIA e IIIA del recettore Fc  (Yasuda 
et al. 2003). È stata osservata una differenza significativa nella distribuzione del marcatore Fc  
IIB Ile232Thr tra la AgP e i gruppi controllo, con maggior prevalenza di di 232T nel gruppo 
AgP. Yoshihare et al. (Yoshihara et al. 2001) hanno riportato una forte associazione tra la EOP 
generalizzata e il genotipo composito del recettore per la vitamina D e il recettore Fc  IIIB. 
Uno studio nei soggetti Caucasici del Nord Europa ha indicato che le frequenze dell’allele 
IIIA V158 del recettore Fc , dell’allele IIA H131 del recettore Fc  e del genotipo IIA H/H131 
del recettore Fc  sono significativamente più elevate nei pazienti affetti da AgP rispetto ai 
controlli (Loos et al. 2003). Inoltre, i pazienti con il genotipo IIA H/H131 del recettore Fc  
mostrano una perdita ossea radiograficamente determinata più severa rispetto a pazienti con 
altri genotipi IIA del recettore Fc . 
Tuttavia, in una popolazione Afro-Americana, invece dei genotipi IIA 131R/H del recettore 
Fc  o IIIA 158V/F del recettore Fc , è stata osservata nei pazienti una maggior frequenza 
(statisticamente significativa) dell’allele IIIB NA2 del recettore Fc  e del genotipo IIIB 
NA2/NA2 del recettore Fc  nei pazienti con forma localizzata di AgP rispetto ai controlli (Fu 
et al. 2002). 
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Kaneko et al. (Kaneko et al. 2004) hanno confrontato la distribuzione di un polimorfismo 
(A/G in posizione I +324) tra 46 pazienti Giapponesi affetti da AgP, 80 controlli sani appaiati 
della stessa razza e 59 soggetti Caucasici sani. Nessun effetto della razza è stato osservato nelle 
distribuzioni del genotipo tra controlli sani Giapponesi e Caucasici. La presenza dell’allele A 
era più frequente nei pazienti con AgP (65.2%) rispetto ai controlli sani (42.5%) (OR= 2.54). I 
leucociti polimorfonucleati dal sangue periferico e dal fluido crevicolare gengivale hanno 
mostrato una diminuita attività fagocitaria nei confronti dei batteri parodontopatogeni nei 
pazienti con genotipo AA confrontati con i pazienti con genotipo GG. Questi risultati hanno 
suggerito che il polimorfismo genico del sito per il ligando I del recettore Fc  possa essere 
associato alla suscettibilità alla AgP in individui Giapponesi. 
 
Polimorfismi genici dell’antigene leucocitario umano (HLA) 
L’antigene leucocitario umano (HLA) gioca un importante ruolo nella regolazione e nella 
mediazione di diversi processi immunitari. È stata suggerita una associazione tra i geni 
dell’HLA e diverse patologie, in particolare in alcune patologie auto-immunitarie. Se implicato 
nelle malattie parodontali, il sistema HLA può essere associato ad una scarsa o assente capacità 
di rispondere agli antigeni batterici, che potrebbe risultare nella progressione della malattia. 
È stata fornita evidenza a sostegno del coinvolgimento dell’HLA A9 nella suscettibilità alla 
parodontite rapidamente progressiva, mentre A10 sembra giocare un ruolo nella resistenza alla 
malattia (Amer et al. 1988). I siti atipici di restrizione BamIII e EcoR1 e una sequenza ripetuta 
di 41 nucleotidi nell’introne prima del terzo esone del gene DQB dell’HLA, sono stati indicati 
come utili marker genetici per la EOP potendo influenzare le reazioni immunitarie, come il 
riconoscimento dell’antigene (Takashiba et al. 1994). Tuttavia, un altro studio ha indicato 
l’assenza di differenze statisticamente significative tra casi e controlli rispetto alla presenza del 
sito BamHI in una popolazione di Europei-Caucasici con EOP (Hodge et al. 1999). Ohyama et 
al. (1996) hanno indagato gli alleli di classe II dell’HLA in individui Giapponesi trovando che 
la molecola DQB1 può giocare un ruolo cruciale nella patogenesi della EOP. La suscettibilità 
alla EOP può essere determinata da una affinità di legame tra il peptide e HLA - antigeni DQ 
(Ohyama et al. 1996). Inoltre, individui Giapponesi con il genotipo DRB1*1501-DQB1*0602 
dell’HLA, che esprime acido aspartico in posizione 57 e glicina in posizione 70 sulla catena  
DQ ed è suggerito essere in grado di legarsi a determinati antigeni batterici, hanno mostrato una 
risposta accelerata delle cellule T contro proteine di membrana di Porphyromonas Gingivalis e 
aumentata suscettibilità alla EOP (Takashiba et al. 1999). 
I risultati di Shapira et al. (1994a) sono in accordo con studi precedenti, nei quali A9 e B15 
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sono stati associati alla EOP generalizzata, ma non con la forma localizzata della malattia. Gli 
antigeni leucocitari umani A24, A9 e DR4 sono stati riportati in associazione alla parodontite 
giovanile e alla parodontite rapidamente progressiva (Firatli et al. 1996). 
In una popolazione Tedesca, una frequenza significativamente più elevata dell’HLA 
DRB1*13 e una frequenza significativamente inferiore dell’HLA DRBblank* (non-DRB3/4/5) 
sono state riportate in pazienti con AgP (Machulla et al. 2002). Inoltre, le femmine affette da 
AgP hanno mostrato anche un livello aumentato di HLA A*68/69 e un livello diminuito di 
DRBblank* (non-DRB3/4/5*) e DQB1*05-positivo (Reichert et al. 2002). Al fine di chiarire la 
relazione di particolari combinazioni di marker dell’HLA con la suscettibilità/resistenza alla 
AgP, nella stessa popolazione è stata valutata l’incidenza degli omozigoti, eterozigoti e degli 
aplotipi per l’HLA (Stein et al. 2003). La combinazione dell’HLA A*02 e dell’HLA A*03 era 
significativamente diminuita nella AgP, e le associazioni positive note per i marker HLA 
A*68/69 (A28) e HLA DRB1*04 sono state confermate dalla associazione positiva degli 
aplotipi HLA A*68/69:Cw*07:B*18 con AgP.  
Sebbene alcune patologie siano state correlate positivamente ad alcuni loci specifici 
dell’antigene leucocitario umano, ad oggi è difficile identificare i tipi di antigene leucocitario 
umano che possano predisporre i soggetti alla AgP. 
 
Polimorfismi genici del recettore per la vitamina D 
I polimorfismi genici del recettore per la vitamina D sono associati con i parametri di 
omeostasi dell’osso e con le patologie nelle quali la perdita ossea è un segno patognomonico, in 
particolare l’osteoporosi. È stato indagato un polimorfismo Taq I nell’esone 9 del gene del 
recettore per la vitamina D poiché potrebbe influenzare la funzione immunitaria e il 
riassorbimento osseo. L’allele t in questo sito è stato riportato in associazione a diminuzione 
nella densità minerale dell’osso e nell’incidenza dell’osteoporosi. È stata riportata una 
associazione significativa tra il meno frequente allele t e la forma localizzata di EOP (Hennig et 
al. 1999). Non è stata riscontrata alcuna differenza significativa nella distribuzione genotipica o 
nelle frequenze alleliche quando è stata inclusa nella analisi di associazione la forma 
generalizzata di EOP. 
Le frequenze del genotipo Tt e dell’allele t che sono state registrate erano significativamente 
maggiori nei pazienti con EOP rispetto ai controlli sani in una popolazione Cinese (Tachi et al. 
2001, Sun et al. 2002). Un campione più ampio della stessa popolazione non ha modificato 
questi risultati ed è stato suggerita una forte associazione tra pazienti AgP di sesso femminile e 
il genotipo Tt. 
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In una popolazione Giapponese, la frequenza di non portatori del recettore B per la vitamina 
D era più bassa, ma non statisticamente significativa, in pazienti con EOP generalizzata. È stata 
trovata una forte associazione tra EOP generalizzata e il genotipo composito IIIB del recettore 
per la vitamina D – recettore Fc  (Yoshihara et al. 2001). 
 
Polimorfismi genici del recettore N-formilpeptide 
Sono stati riportati un certo numero di difetti cellulari nei neutrofili polimorfonucleati, 
inclusa la diminuita chemiotassi, l’alterata produzione di superossidi, la diminuita 
mobilizzazione di Ca2+ e la diminuita fagocitosi, nei pazienti affetti da AgP. Il recettore N-
formilpeptide è coinvolto nell’attivazione e nella conseguente risposta a determinati stimoli 
chemiotattici. Le alterazioni di due codoni, uno nel secondo dominio trans-membrana (329T/C) 
e uno nel secondo loop intra-cellulare (378C/G) del recettore N-formilpeptide, sono stati 
riportati in associazione con la AgP in pazienti Afro-Americani (Gwinn et al. 1999). I due 
polimorfismi sembrano interferire con l’accoppiamento e la chemiotassi relativi alla proteina G, 
ma con differenti livelli di influenza (Seifert & Wenzel-Seifert 2001, Jones et al. 2003). 
L’analisi della sequenza di un intervallo di 363-bp nel gene del recettore N-formilpeptide non 
ha individuato né 329T/C né 378C/G in un gruppo etnicamente differente di casi e controlli 
(Zhang et al. 2003b). Sono stati identificati due SNP (568A/T, 576T/C/G) localizzati nel 
secondo loop extra-cellulare del gene del recettore N-formilpeptide, risultati significativamente 
associati con il fenotipo della AgP nei pazienti Afro-Americani. I due marcatori mostrano tre 
aplotipi predominanti, ciascuno associato con un differente rischio per la patologia. 
Recentemente, sono stati identificati i due polimorfismi singoli - 289C/A e 301G/C – nel 
frammento 370-bp del gene del recettore N-formilpeptide in soggetti Cinesi, ma non è stata 
trovata alcuna differenza statisticamente significativa nella distribuzione genotipica e allelica 
tra pazienti con AgP, parodontite cronica e controlli sani (Liu et al. 2001, Zhu & Meng 2002). 
Gli SNP nel gene del recettore N-formilpeptide sembrano non essere associati alla suscettibilità 
alla AgP nella popolazione Cinese. 
 
Altri polimorfismi genici 
Le metalloproteinasi (MMP)-1 e MMP-3 hanno un ruolo determinante nel rimodellamento 
del tessuto connettivo e nei processi distruttivi legati alla parodontite. Un’inserzione/delezione 
di guanina in posizione 1607 della MMP-1, un’inserzione/delezione di adenina in posizione 
1171 della MMP-3, sembrano influenzare la trascrizione genica. In uno studio su coorte 
Giapponese Itagaki et al. (2004) hanno riportato che questi due polimorfismi non hanno 
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mostrato differenze significative nel genotipo, nelle frequenza degli alleli, e nelle frequenze 
aplotipiche nei pazienti con AgP e nei controlli sani. I dati non supportano l’ipotesi che i 
polimorfismi genici dei promoter dei geni di MMP-1 e MMP-3 influenzino la suscettibilità alla 
parodontite in soggetti Giapponesi. 
La lattoferrina è una glicoproteina di 80 kDa in grado di legarsi al ferro ed è caratterizzata da 
un’attività batteriostatica come risultato della sua abilità di chelare il ferro, essenziale per la 
crescita microbica. Inoltre, la lattoferrina possiede attività antibatteriche, antimicotiche, 
antivirali, antitumorali, antinfiammatorie e immuno-regolatorie che non sono legate al ferro, ma 
che sono mediate dal terminale N altamente caricato della proteina. Esiste un polimorfismo di 
transizione A/G nell’esone 1 del gene della lattoferrina che risulta in uno scambio Lys/Arg alla 
posizione 29 nell’elica  del terminale N del gene della lattoferrina. Le due varianti della 
lattoferrina sono funzionalmente differenti, e le frequenza dei genotipi sono significativamente 
diverse in pazienti con AgP localizzata e soggetti sani (Velliyagounder et al. 2003). 
Poiché la AgP è caratterizzata da una rapida perdita di osso alveolare, è stato ipotizzato che 
alcuni fattori associati con il metabolismo osseo possano contribuire alla suscettibilità alla 
malattia. I polimorfismi genici del recettore  dell’estrogeno sono associati ad alterazioni della 
densità minerale dell’osso e all’osteoporosi. In una popolazione Cinese, la frequenza del 
genotipo XX del gene XbaI del recettore  dell’estrogeno era significativamente maggiore in 
pazienti affetti da parodontite cronica rispetto a soggetti sani, ma nessuna differenza è stata 
individuata tra soggetti con AgP e soggetti sani (Zhang et al. 2004a). 
La calprotectina (S100A8/S100A9), che costituisce circa la metà delle proteine 
citoplasmatiche dei neutrofili polimorfonucleati, è associata con l’infiammazione parodontale. 
Studi hanno rivelato la sua attività antibatterica e antimicotica, di induzione dell’apoptosi e 
chemiotattica. La calprotectina gioca anche un ruolo prominente nel trafficking leucocitario e 
nel metabolismo dell’acido arachidonico. I polimorfismi, putativamente coinvolti nell’iper-
espressione di calprotectina, potrebbero associarsi alla suscettibilità parodontite. Dopo lo 
screening dei polimorfismi nella regione del gene S100A8, è stata condotta un’analisi di 
associazione tra un marcatore, localizzato 94 bp dal codone iniziale ATG del gene S100A8, e la 
AgP. Tuttavia, le distribuzioni dei genotipi/alleli non erano significativamente diverse tra 
pazienti con AgP e controlli sani (Li et al. 2004b). 
Suzuki et al. (2004) hanno codificato 310 SNPs in 125 geni candidati in 134 pazienti con 
AgP e 125 soggetti sani. La valutazione dell’associazione ha rivelato differenze significative tra 
la AgP e marcatori in geni multipli. Questi geni comprendevano sia mediatori 
dell’infiammazione (il trasduttore del segnale dell’interleuchina-6 e la prostaglandina-D2 
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sintetasi) sia fattori strutturali dei tessuti parodontali (collagene tipo IV 1, collagene tipo I 1 e 
cheratina 23). 
I recettori toll-like interagiscono con i patogeni e inducono la produzione di citochine, che 
possono causare e accelerare il decorso della patologia. Tuttavia, nessuna differenza è stata 
individuata nella presenza di Asp299Gly e Thr399Ile del recettore toll-like-4, o di Arg743Gln 
del recettore toll-like-2, tra pazienti con AgP e controlli (Schroeder et al. 2005). 
 
In conclusione, considerando quanto attualmente disponibile in letteratura, sembra 
ragionevole ammettere che la AgP, patologia multifattoriale, abbia una base genetica 
complessa. Nonostante sia stata ampiamente analizzata l’associazione tra differenti 
polimorfismi genici con la AgP, non è stato a tutt’oggi possibile identificare alcun singolo gene 
di maggiore effetto con ruolo patogenetico determinante nei pazienti con AgP appartenenti a 
differenti popolazioni etniche. I polimorfismi genici possono influenzare l’insorgenza della 
AgP con un meccanismo complesso, agendo come varianti genetiche in associazione a fattori di 
rischio ambientali. Verosimilmente la aumentata suscettibilità individuale alla AgP può essere 
causata dall’effetto combinato di geni multipli che interagiscono con fattori ambientali (es. 
patogeni parodontali dotati di alta virulenza, fumo, ecc.) e fattori predisponenti locali. 
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CAPITOLO II 
- Scopo dello studio - 
L’obbiettivo principale del presente studio è stato di quello di identificare geni associati 
nella suscettibilità individuale alla Parodontite Aggressiva (AgP). Tale identificazione è 
stata basata su una metodologia di studio caso controllo condotto su due popolazioni di 
individui parodontalmente sani (controlli) e affetti da AgP (casi), derivanti da due coorti di 
origine ferrarese e napoletana, rispettivamente. 
La presente ricerca si è svolta nell’ambito di un progetto più generale, avviato nel 2002, 
che si è proposto di studiare la struttura della regione cromosomica 2q13-14 nella quale 
mappano i geni del cluster dell’Interleuchina 1 (IL-1). L’interesse per tale regione 
cromosomica deriva dal fatto che esistono numerose evidenze che suggeriscono una 
associazione tra i polimorfismi dei geni per IL-1 e diverse patologie su base infiammatoria 
e/o autoimmune, con una natura causale di tipo multifattoriale e una componente genetica 
di tipo poligenico, incluse le Gengiviti e le Parodontiti (Cronica e Aggressiva). 
Per lo studio delle patologie complesse come la AgP, una dettagliata conoscenza del 
pattern di Linkage Disequilibrium (LD) di una regione candidata nella popolazione di 
interesse è considerata un importante pre-requisito per un efficace approccio di mappaggio 
genico eseguito su base popolazionistica, come nel caso degli studi caso-controllo (De La 
Vega et al. 2005, Maniatis et al. 2007). 
In base alle considerazioni sopra riportate, gli obbiettivi specifici del presente studio 
sono stati: 
1) Caratterizzare molecolarmente la regione cromosomica 2q13-14 attraverso 
la costruzione di una mappa di LD ad alta densità di polimorfismi a singolo 
nucleotide (SNPs). 
 Diversi studi, infatti, hanno dimostrato che la distanza in kilobasi sulla quale si 
estende l’associazione allelica varia in relazione alle diverse popolazioni, alle differenti 
regioni cromosomiche e alle diverse classi di marcatori polimorfici utilizzati. Pertanto, la 
scelta di quali e quanti marcatori utilizzare per studiare una regione candidata deve essere 
basata su un approfondito studio del LD delle regioni candidate di interesse (De La Vega et 
al. 2005). 
Per la messa a punto della strategia più appropriata per l’identificazione di geni 
potenzialmente coinvolti nella suscettibilità individuale all’AgP, la costruzione di una 
mappa di LD ha rappresentato il primo step essenziale. Per la costruzione di tale mappa 
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sono stati selezionati, tra le migliaia disponibili nel database HapMap, 60 SNPs già validati 
nella popolazione Caucasica, con frequenze della variante rara superiore al 10% ed 
equamente spaziati, in grado di coprire in modo relativamente omogeneo la regione di 1.2 
Mb contenente il cluster delle IL-1 localizzato all’interno del segmento cromosomico 
2q13-14.1. 
 2) Ricercare geni candidati per la AgP. 
 Come già descritto nella Introduzione, tra i geni candidati per le Parodontiti, in 
generale, e per la AgP, in particolare, quelli maggiormente indagati negli studi di 
associazione e per cui persistono tutt’ora controversie derivanti da dati contrastanti, sono i 
geni relativi al cluster della IL-1.  
Nel corso del 2002 l’intera regione del cromosoma 2 che comprende il cluster dell’IL-1 
nell’uomo è stata sequenziata (Nicklin et al. 2002) e la mappa fisica dei 9 geni (IL-1A, IL-
1B, IL-1F7, IL-1F9, IL-1F6, IL-1F8, IL-1F5, IL-1F10, IL-1RN) appartenenti al cluster IL-
1, è stata perfettamente ricostruita. Durante il sequenziamento della regione, sono stati 
individuati diversi siti polimorfici, sparsi in modo abbastanza uniforme nel segmento 
cromosomico (Taylor et al. 2002).   
 Secondo obbiettivo del presente studio, pertanto, è stato quello di focalizzare 
l’attenzione sulla regione cromosomica 2q13-14 che comprende il cluster genico dell’IL-1, 
per verificare l’esistenza di una associazione tra la AgP e marcatori genici localizzati in 
diversi geni codificanti per le Interleuchine, coinvolte nel processo infiammatorio placca-
associato. 
 Il disegno sperimentale scelto per analizzare il coinvolgimento della regione candidata 
2q13-14 nella suscettibilità genetica alla AgP è stato lo studio caso-controllo. A tal 
riguardo si è proceduto alla caratterizzazione genetica di 216 individui, 95 casi e 121 
controlli, reclutati in 2 differenti Centri: 56 casi e 61 controlli sono stati reclutati presso il 
Centro di Ricerca e Servizi per lo Studio delle Malattie Parodontali dell’Università di 
Ferrara, mentre 39 casi e 60 controlli sono stati reclutati presso il Dipartimento di 
Discipline Odontostomatologiche, Ortodontiche e Chirurgiche della Seconda Università di 
Napoli. 
 L’analisi della potenziale associazione tra la regione 2q13-14 e la suscettibilità 
alla AgP nelle 2 coorti (sottopolazioni) di studio è stata effettuata mediante l’applicazione 
di specifici programmi statistici che hanno permesso, per tutti i marcatori considerati, di: 
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1. testare la presenza di stratificazione (omogeneità) tra le due popolazioni in oggetto 
(Ferrara, Napoli), in modo da poterle considerare, nelle analisi successive, come un unico 
campione, ottenendo così un incremento del potere statistico; 
2. valutare se le distribuzioni dei genotipi per i marcatori genetici utilizzati, nei casi e 
nei controlli fossero in accordo con la legge di Hardy-Weinberg; 
3. verificare l’esistenza di una diversa distribuzione delle frequenze alleliche e 
genotipiche nei casi e nei controlli, per ciascun polimorfismo, attraverso il calcolo del 2 e 
dell’Odds Ratio (O.R.)  
4. effettuare una analisi aplotipica sui dati genotipici ottenuti; 
5. approfondire lo studio del LD nella regione candidata 2q13-14, costruendo con i 60 
SNPs selezionati una mappa di unità di LD (LDUs). 
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CAPITOLO III 
- Materiali & Metodi – 
 
III.1. Popolazione analizzata 
La collaborazione tra il Dipartimento di Biologia Evolutiva dell'Università di Ferrara ed 
il Centro di Ricerca e Servizi per lo Studio delle Malattie Parodontali dell’Università di 
Ferrara e il Dipartimento di Discipline Odontostomatologiche, Ortodontiche e Chirurgiche 
della Seconda Università di Napoli ha permesso di raccogliere 216 campioni biologici 
(sangue o saliva), che hanno rappresentato il materiale utilizzato nel presente lavoro. I 95 
pazienti affetti da AgP (29 maschi and 66 femmine, età media: 43,6 ± 7,7) a cui è stato 
effettuato il prelievo, sono stati suddivisi in due sottogruppi in relazione all’area di 
provenienza: il primo sottogruppo era rappresentato da 56 pazienti (40 femmine e 16 
maschi, età media 39,4 ± 5,0), nati e residenti a Ferrara, il secondo sottogruppo era 
costituito da 39 pazienti nati e residenti a Napoli (26 femmine e 13 maschi, età media 47,8 
± 8,0). Tutti i soggetti appartenenti ai due sottogruppi non erano imparentati tra loro e 
risultavano affetti da una forma di AgP generalizzata in base alle diagnosi effettuate presso 
i rispettivi centri ospedalieri di provenienza. 121 soggetti (60 maschi e 61 femmine, età 
media: 30,1 ± 9,0) sono stati utilizzati come controllo. I due gruppi reclutati come 
controlli, provenienti da Ferrara e Napoli, erano costituiti rispettivamente da 61 soggetti 
(32 femmine e 29 maschi, età media 29,9 ± 12,6) e 60 soggetti (29 femmine e 31 maschi, 
età media 30,2 ± 10,1). I soggetti del gruppo controllo presentavano le seguenti 
caratteristiche: clinicamente sani, senza relazioni di parentela, appaiati per sesso con i 
probandi, residenti da più generazioni nelle rispettive aree di appartenenza e di età 
superiore ai 40 anni, parodontalmente sani. Lo stato di salute parodontale era stato 
verificato mediante apposita valutazione clinica, con raccolta dei dati biometrici di 
interesse (profondità di sondaggio, perdita di attacco clinico, recessione, lesione di 
formazione, mobilità dentaria, indice di sanguinamento al sondaggio, presenza di siti con 
essudato purulento). Venivano considerati “parodontalmente sani”, e quindi inclusi come 
controlli, soggetti almeno nella terza decade che non presentassero una perdita di attacco 
clinico, determinata mediante sonda parodontale millimetrata, maggiore di 2 mm nei siti 
interprossimali di ciascun elemento dentario erotto in arcata. 
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Tutti i 95 pazienti, riconosciuti affetti da AgP clinicamente definita in base ai criteri di 
Lang et al. (1999) (Tabella I.1), erano in fase di terapia attiva (chirurgica e/o non 
chirurgica) o di supporto presso i Centri clinici di pertinenza. 
Il presente studio è stato approvato dal Comitato Etico locale in accordo con la 
Legislazione Italiana e tutti i soggetti afferenti al progetto hanno fornito il proprio 
consenso informato scritto. 
  
III.2. Estrazione e visualizzazione del DNA genomico 
I campioni biologici oggetto del presente studio, provengono da 216 prelievi di sangue 
o saliva, ciascuno rappresentato: da due provette di circa 5 ml ciascuna nel caso di prelievi 
ematici, da due provette di circa 2 ml ciascuna nel caso di prelievi di saliva. I campioni 
sono stati conservati in congelatore a –20°C fino al momento dell'estrazione del DNA. 
La purificazione del DNA genomico dai campioni ematici è stata effettuata mediante 
l'utilizzo del kit di estrazione QIAamp blood (QIAGEN Inc., Germany) partendo da 200 µl 
di sangue per ogni campione, in accordo con i protocolli standard (Maniatis et al. 1982). 
L’estrazione del DNA genomico degli altri campioni biologici è stata effettuata partendo 
da 1,5 ml di saliva e utilizzando il metodo del fenolo-cloroformio (Lum e Le Marchand et 
al., 2001) con le modificazioni suggerite da Garcia-Closase (Garcia-Closase et al., 2001). 
Il metodo prevede la lisi cellulare del pellet (Lysis Buffer: 10 mM Tris a pH 8, 10 mM 
EDTA a pH 8, NaCl 0,1 M e 2% w/v SDS), la degradazione dell’RNA (RNAsi, 10mg/ml), 
la rimozione delle proteine (Proteinasi K, 20 mg/ml). La denaturazione delle proteine 
avviene con l’aggiunta di un ugual volume di fenolo/cloroformio/Alcool Isoamilico (USB, 
Amersham Life Science) e la rimozione delle tracce di fenolo con l’aggiunta di 
cloroformio (rapporto 1:1). Per la concentrazione del DNA sono stati utilizzati cationi 
monovalenti (0,3 M di Sodio Acetato, pH 6) in rapporto di 1:10 e l’aggiunta di 2 - 2,5 
volumi di Etanolo assoluto alla temperatura di -20°C, mescolando con cura la soluzione, 
che verrà conservata a -20°C overnight. Il DNA viene poi recuperato mediante 
centrifugazione per 15-30 min, il supernatante è decantato e, per rimuovere i sali, il pellet 
viene “lavato” con etanolo 70% v/v, il supernatante eliminato e il pellet essiccato. 
Il DNA genomico estratto da questi campioni biologici è stato sciolto in circa 200 µl di 
tampone TE 0,2X (Tris HCl 10mM, EDTA 1 mM pH8) (Maniatis et al., 1982) -4° C 
overnight e successivamente conservato nel congelatore a -20° C. 
Per verificare l’avvenuta estrazione del DNA, è stata eseguita un’elettroforesi su gel di 
agarosio all’1% w/v (DUKEFA-SPI) in tampone TBE 1X (89 mM Tris Borato, 89 mM 
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Acido Borico, 2 mM EDTA pH 8) (Maniatis et al., 1982), a cui è stato addizionato Etidio 
Bromuro (Ethidium Bromide, EtBr) alla concentrazione di 1 µg/ml. 
In ogni pozzetto sono stati caricati 5 µl di DNA con 1,5 µl di tampone di carico di tipo 
IV, costituito da blu di bromofenolo (0,25% w/v) e saccarosio (60% w/v) in acqua 
distillata (Maniatis et al., 1982). La migrazione del DNA è stata condotta ad un voltaggio 
massimo di 5-10 Volt/cm. Il DNA genomico, a migrazione avvenuta, è stato visualizzato 
al transilluminatore (GEL DOC 2000 Bio-Rad) come una banda fluorescente. 
 
III.3. Determinazione della concentrazione del DNA estratto 
Alla fase precedente è seguita la determinazione della concentrazione del DNA estratto 
mediante l'uso del Fluorimetro Qubit FluorometerTM (Invitrogen, Molecular Probes, USA). 
Questo strumento permette di effettuare misure di fluorescenza tramite l'utilizzo di 
fluorofori, ovvero molecole contenenti gruppi flurescenti in grado di legare il DNA a 
doppia elica (dsDNA). 
La fluorescenza è un fenomeno di emissione in cui si misura la trasmissione energetica 
all'interno della molecola da analizzare, da un livello energetico più alto ad uno inferiore, 
rilevando la radiazione emessa piuttosto che quella assorbita.  
Affinché vi sia fluorescenza la molecola deve essere "eccitata" mediante l'assorbimento 
di luce di lunghezza d'onda minore (cioè a maggiore energia) rispetto a quella emessa (a 
minore energia). 
Il principale vantaggio dell'utilizzo della fluorescenza rispetto ad altre misure di 
assorbimento è la maggiore sensibilità e accuratezza in quanto il segnale di fluorescenza 
parte da un background pari a zero.  
Il fluorimetro utilizzato nella presente analisi contiene una sorgente d'eccitazione 
costituita da due LED (Light Emitting Diode), una cella per il campione e un rilevatore 
costituito da fotodiodi in grado di misurare lunghezze d'onda emesse che vanno da 300 a 
1000 nm. Alla soluzione di DNA estratto viene aggiunta una soluzione (Quant-iTTM 
Working solution) contenente la sonda fluorescente in modo tale da ottenere, per ciascun 
campione da analizzare, un volume finale pari a 200 µl. Le molecole di DNA estratto, 
legate alla sonda fluorescente, vengono eccitate da raggi UV e la luce proveniente dalla 
sorgente d'eccitazione passa attraverso un monocromatore. La fluorescenza viene dispersa 
da un'altro monocromatore e rivelata dai fotodiodi.  
L'intensità della fluorescenza è linearmente proporzionale alla concentrazione 
dell'analita. 
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Per determinare la concentrazione dalla fluorescenza emessa da ogni campione 
analizzato occorre effettuare la calibrazione dello strumento con due standard forniti dalla 
casa produttrice in modo tale da ottenere una curva di lavoro.  
La quantificazione del DNA estratto ha permesso di 'normalizzare' ogni campione ad 
una concentrazione standard di utilizzo pari a 10 ng/µl, necessaria per attuare le successive 
analisi. 
 
III.4. Genotyping degli SNPs selezionati 
I marcatori genetici inclusi nello studio sono stati 60 SNPs, tutti convalidati nella 
popolazione Caucasica provenienti dalla banca dati dbSNP (Single Nucleotide Database; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) del sito web del National Center for Biotechnology 
Information; (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). In Tabella III.1 sono riportate alcune 
caratteristiche degli SNPs scelti per la presente analisi.  
 
 
ID di 
riferimento  Alleli
+
 
Distanza 
fisica  (bp) Localizzazione genica 
MAF 
CAUC* 
Eterozigosità
(%) MAF °   
Call 
rate 
(%) 
rs4848300 T/C 113244377 IL1A (DOWNSTREAM) 0,308 40,7 0,253 99,0 
rs17561 G/T 113253694 IL1A (ESONE 5)  0,355 40,6 0,253 100,0 
rs10496444 T/C 113270139 INTERGENICO 0,333 37,6 0,264 99,5 
rs12469600 T/C 113288828 INTERGENICO 0,242 35,2 0,231 100,0 
rs3917368 G/A 113299253 IL1B (DOWNSTREAM) 0,360 47,9 0,399 99,5 
rs1143634 C/T 113306861 IL1B (ESONE 5)  0,223 35,0 0,231 100,0 
rs1143627 T/C 113310858 IL1B (UPSTREAM) 0,367 45,6 0,304 99,8 
rs16944 G/A 113311338 IL1B (PROMOTORE) 0,345 43,4 0,199 96,8 
rs4849127 G/A 113319030 INTERGENICO 0,033 12,0 0,080 99,5 
rs2708919 C/T 113358102 INTERGENICO 0,467 51,8 0,417 100,0 
rs7577574 T/C 113399242 INTERGENICO 0,100 14,0 0,090 99,5 
rs2723163 G/A 113410810 INTERGENICO 0,433 51,0 0,491 99,8 
rs879711 G/T 113432725 INTERGENICO 0,467 48,4 0,422 100,0 
rs895497 G/A 113480046 IL-1F6 (ESONE2)  0,330 43,4 0,306 99,8 
rs2305150 T/C 113505787 IL1F8 5' UTR 0,430 54,1 0,453 99,5 
rs1562302 G/A 113526929 IL1F8 5' UTR 0,142 39,9 0,201 100,0 
rs1800930 G/A 113537001 IL1F5 3' UTR 0,481 42,8 0,364 93,2 
rs2515402  A/C 113537051 IL1F5 3' UTR 0,458 46,4 0,366 99,5 
rs6759676 T/C 113552819 IL1F10 (DOWNSTREAM) 0,450 51,5 0,391 99,3 
rs1623119 A/T/G 113578529 INTERGENICO 0,158 21,9 0,118 79,5 
rs4251961 T/C 113590938 IL1RN (UPSTREAM) 0,400 48,4 0,442 100,0 
rs454078 A/T 113605264 IL1RN (INTRONE 4) 0,275 39,6 0,251 100,0 
rs315943 T/C 113610809 IL1RN (DOWNSTREAM) 0,433 50,1 0,480 100,0 
rs11123167 G/C 113623340 INTERGENICO 0,417 51,1 0,439 100,0 
rs12475781 T/G 113633383 INTERGENICO 0,317 40,5 0,286 99,5 
rs724496 G/A 113638747 INTERGENICO 0,250 40,7 0,228 99,8 
rs4849159 T/C 113641532 INTERGENICO 0,283 32,0 0,186 100,0 
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rs6761202 C/G 113658745 TIC/PSD4 (INTRONE 2) 0,450 49,5 0,404 97,3 
rs1975535 A/C 113659374 TIC/PSD4 (INTRONE 3 ) 0,448 49,5 0,402 99,8 
rs6751201 G/C 113669170 TIC/PSD4 (INTRONE 10) 0,167 29,5 0,204 99,5 
rs1015754 C/T 113684461 INTERGENICO 0,210 42,2 0,290 98,5 
rs1110839  T/G 113710887 PAX 8/Q7Z3M5 (introne 7) 0,450 43,6 0,384 89,7 
rs2018348 A/G 113723991 PAX 8/Q7Z3M5 (introne 2) 0,283 41,0 0,302 97,8 
rs1374161 A/G 113751097 PAX 8/Q7Z3M5 (introne 2)  0,483  49,0 0,474 99,3 
rs4848327 C/T 113759761 INTERGENICO 0,417 46,0 0,330 100,0 
rs2002510 T/C 113777936 INTERGENICO 0,288 34,1 0,219 99,8 
rs4404277 C/T 113783799 INTERGENICO 0,395 52,5 0,462 98,8 
rs1191694 A/G 113801306 INTERGENICO 0,317 42,8 0,313 97,8 
rs2008324 A/G 113826562 INTERGENICO 0,450 50,1 0,468 100,0 
rs6739740 G/T 113833982 INTERGENICO 0,492 49,9 0,412 98,0 
rs11123181 A/G 113842676 INTERGENICO 0,407 38,0 0,424 97,8 
rs1968615 T/G 113854068 INTERGENICO 0,458 49,1 0,454 99,5 
rs1867870 T/A 113880117 UPSTREAM 0,442 48,9 0,451 100,0 
rs1739538 T/C 114002985 INTERGENICO N.D 45,0 0,400 98,3 
rs11123202 A/C 114139441 
LOC645529 (ACROL) 
DOWNSTREAM  0,175 27,8 0,157 99,5 
rs11123205 G/A 114163654 INTERGENICO 0,492 48,7 0,434 99,5 
rs4849261 G/A 114166498 INTERGENICO 0,367 48,7 0,416 97,3 
rs935644 G/A 114183464 SLC35F5 (DOWNSTREAM) 0,433 45,5 0,416 100,0 
rs2166966 G/T 114234271 SLC35F5 (UPSTREAM) 0,200 21,2 0,171 93,6 
rs4848348 A/C 114246135 INTERGENICO 0,208 22,4 0,121 99,3 
rs7587985 T/G 114275588 INTERGENICO 0,508  52,3 0,477 99,5 
rs11123208 T/C 114283157 INTERGENICO 0,258 29,8 0,116 83,6 
rs4450608 T/C 114292588 INTERGENICO 0,417 46,9 0,405 100,0 
rs4849285 T/C 114303902 INTERGENICO 0,417 46,7 0,436 99,5 
rs1028245 A/C 114317805 INTERGENICO 0,417 43,5 0,416 97,8 
rs9941677 T/C 114326281 INTERGENICO 0,283 35,5 0,284 99,8 
rs12995005  A/G 114332963 INTERGENICO 0,275 38,1 0,305 100,0 
rs6740934 T/C 114359282 ACTR3/ARP3 (UPSTREAM) 0,100 16,9 0,098 100,0 
°  Frequenza dell'allele minore (Minor Allele Frequency, MAF) calcolata sull'intero campione (216 individui).  
* MAF nella popolazione Caucasica analizzata dall'Hap Map Projet. 
+ L'allele alla sinistra della barra è quello con la frequenza maggiore, mentre l'allele a destra ha la frequenza minore. 
 
Tabella III.1. Caratteristiche generali dei polimorfismi selezionati 
 
 
La genotipizzazione dei 60 polimorfismi selezionati, per ciascuno dei 216 campioni di 
DNA estratto, è stata realizzata dalla società di servizi di genotyping Pharma-Gen (Pula, 
Cagliari) su piattaforma Sequenom MassARRAY® (Sequenom, San Diego, CA), 
utilizzando il protocollo iPLEXTM (Oeth et al. 2005). 
Al Consorzio Pharma-Gen sono stati inviati, per ogni SNP selezionato dal dbSNP, l'ID 
corrispondente e la relativa sequenza, di lunghezza variabile tra 300 e 500 bp, al centro 
della quale si localizza lo SNP di interesse.  
Il protocollo iPLEXTM prevede diversi passaggi preliminari: 
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a) Disegno dei primers per l'amplificazione di ciascun SNP mediante multiplex-PCR. 
La costruzione degli oligonucleotidi prevede un'analisi preliminare delle sequenze inviate 
tramite allineamento (BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) sull’intero genoma 
umano e riformattazione delle sequenze in modo da demarcare eventuali polimorfismi noti 
che siano localizzati in prossimità del polimorfismo da genotipizzare. 
b) Disegno dei “multiplexed” assay con il software Assay Design® che genera, per 
ciascun polimorfismo, tre primers:  
- due primers per la reazione di PCR caratterizzati all'estremità 5' da sequenza-tag di 10 
bp (5'-ACGTTGGATG-3') che consentono di migliorare la resa di ogni reazione PCR; 
- un primer per la reazione di estensione di una singola base dell’oligonucleotide (Single 
Base Primer Extension). 
La reazione di "primer extension" del protocollo iPLEXTM prevede il disegno di 
oligonucleotidi la cui sequenza termina esattamente una base prima del sito polimorfico di 
interesse. I primers vengono aggiunti ad una miscela di reazione contenente i prodotti di 
amplificazione di ogni multiplex-PCR con i quali si ibridano. La posizione da tipizzare 
viene evidenziata mediante l’incorporazione di uno dei quattro didesossinucleotidi 
trifosfato (ddATP, ddCTP ddGTP ddTTP), ciascuno caratterizzato da una peso molecolare 
modificato (Mass-Modified Terminator). L'aggiunta alla miscela di reazione di questi 
ddNTPs terminatori, genera prodotti di estensione allele-specifici ciascuno distinto da 
un'unica e peculiare massa molecolare in grado di essere rilevata, senza ambiguità, dallo 
spettrofotometro di massa con la metodica MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser 
Desorption Ionization Time-Of-Flight).
c) Set up delle reazioni di PCR dei singoli assay. 
d) Processamento e genotipizzazione dei campioni nello spettrofotometro di massa 
MassARRAY® in piastre da 384 pozzetti. Per ciascuna piastra sono previsti quattro 
controlli negativi. 
Il protocollo sperimentale per ciascun assay prevede: 
1. Reazione di multiplex-PCR per isolare e amplificare i frammenti di DNA contenenti 
il polimorfismo in studio. Per tutti i campioni, in ogni reazione di amplificazione, 
vengono utilizzati gli stessi reagenti e aliquote riassunti nella seguente tabella (Tabella 
III.2): 
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Reagenti Conc. in 5µL Volume per 
campione 
Volume per  
384 campioni 
H2O Nanopura / 1.850 µL 888 µL 
Hotstar Taq® PCR Buffer 
con MgCl2 (10x) 1.25x 0.625 µL 300 µL 
MgCl2 (25 mM) 1.625 mM 0.325 µL 156 µL 
dNTP mix (25 mM) 500 µM 0.100 µL 48 µL 
Primer mix  
(500 nM ognuno) 100 nM 1.000 µL 480 µL 
DNA Genomico 
(10ng/µL) 
10 ng per 
reazione 1.000 µL 480 µL 
Hotstar Taq® (5U/µL) 
QIAGEN Inc. 
0.5 U per 
reazione 0.100 µL 48 µL 
Totale / 5.000 µL 2400 µL 
 
 
Tabella III.2. 
 
 
Per l'amplificazione con multiplex-PCR delle sequenze contenenti i 60 SNPs da 
analizzare è stato utilizzato il seguente programma: 
 
1) 94º C per 15 minuti 
2) 94º C per 20 secondi 
3) 56º C for 30 secondi 
4) 72º C per 1 minuto 
5) Vai al punto 2 e ripeti 45 volte 
6) 72º C per 3 minuti 
7) 4º C      
 
2. I prodotti di reazione vengono purificati enzimaticamente mediante l'uso di una 
Fosfatasi Alcalina o SAP (Shrimp Alcaline Phosphatase) per rimuovere i dNTPs non 
incorporati nella reazione di multiplex-PCR. Nella seguente tabella (Tabella III.3) 
vengono riportati i reagenti utilizzati per la purificazione (SAP mix): 
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Reagenti Volume per 
campione 
Volume per  
384 campioni 
H2O Nanopura 1.530 µL 734.4 µL 
SAP Buffer (10x) 0.170 µL 81.6 µL 
Enzima SAP(1U/µL) 0.300 µL 144.0 µL 
Totale 2.000 µL 960.0 µL 
 
Tabella III.3. 
 
Per ogni campione, si utilizzano 5 µl di prodotto purificato di a cui vengono addizionati 
2 µl di SAP mix. I prodotti PCR, trattati con SAP, vengono incubati in un 
termociclatore impostato col seguente profilo termico: 37°C / 20 min + 85°C / 5 min + 
4°C / .
3. Reazione di “primer-extension” (iPLEX reaction) per la generazione di prodotti di 
PCR allele-specifici. 
Per ciascun campione, in ogni reazione di estensione, vengono utilizzati i reagenti e 
aliquote riassunti nella seguente tabella (Tabella III.4): 
 
 
Reagenti Conc. in 9µL 
Volume per 
campione 
Volume per  
384 campioni 
H2O Nanopura / 0.755 µL 362.40 µL 
iPLEX Buffer (10x) 0.222 0.200 µL 96 µL 
ddNTPs terminatori 1x 0.200 µL 96 µL 
Primer mix  
(7 µM) 0.625 nM 0.804 µL 385.92 µL 
Enzima iPLEX  1x 0.041 µL 19.68 µL 
Totale / 2.000 µL 960.00 µL 
 
Tabella III.4. 
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I prodotti della reazione di estensione vengono successivamente incubati in un 
termociclatore standard impostato con il seguente programma:  
 
1) 94º C per 30 secondi 
2) 94º C per 5 secondi 
3) 52º C for 5 secondi 
4) 80º C per 5 secondi 
5) Vai al punto 3 e ripeti 4 volte 
6) Vai al punto 2 e ripeti 39 volte 
7) 72º C per 3 minuti 
8) 4º C      
 
I cinque cicli di appaiamento ed estensione che avvengono rispettivamente a 52 e 80 
gradi, sono ripetuti per 39 volte all'interno del ciclo più esteso che comprende lo step di 
denaturazione a 94° in modo tale che il programma PCR risulti complessivamente 
costituito da 200 cicli (5x40). 
4. Purificazione dei campioni con la Sequenom Clean Resin® per l’eliminazione di sali 
o eventuali altri contaminanti che potrebbero interferire con l'analisi allo 
Spettrofotometro di Massa. A questo scopo ogni campione viene diluito in 25 µl di 
acqua a cui sono addizionati 6 mg di Sequenom Clean Resin® e centrifugato a 4000 
rpm. 
5. Trasferimento di 15-20 nl di reazione nello Spectrochip® bioarray. Lo Spectrochip® 
bioarray è una componente integrante del sistema MassARRAY® ed è costituito da un 
chip in silicone diossido, fotoresistente, in formato da 384 pozzetti 'pre-spottati' con una 
particolare matrice MALDI. 
6. Analisi del chip con lo spettrometro di massa MassARRAY®. 
Questo strumento fornisce un modo veloce e accurato per ottenere la genotipizzazione 
di un elevato numero di SNPs in tempo reale. 
Il principio su cui si basa lo spettrometro di massa MassARRAY® è dato dalla 
possibilità di separare una miscela di ioni in funzione del loro rapporto massa/carica 
mediante l'applicazione di campi magnetici. 
Un fascio laser è impiegato per ionizzare le molecole dei campioni da analizzare che 
diventano instabili e si frammentano in ioni più leggeri secondo schemi tipici, in 
funzione della loro struttura chimica. 
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Il flusso di ioni prodotto entra nell'analizzatore TOF (Time-Of-Flight), un dispositivo 
costituito da una colonna ad alto vuoto, capace di separare gli ioni in funzione del loro 
rapporto massa/carica (m/z), misurando il tempo impiegato da uno ione per percorrere 
l'intero spazio dell'analizzatore e giungere al rivelatore. 
Per ogni SNP, il peso molecolare di ciascun allele, può essere determinato in base alla 
velocità relativa o "tempo-di-volo" relativo. 
7. Identificazione (“call”) degli alleli e determinazione dei genotipi mediante il software 
Typer®. Questo programma è in grado di identificare ogni ione in funzione della sua 
massa in modo tale da ottenere uno spettro di massa finale (Figura III.1). 
 
Figura III.1. Schema dei diversi passaggi previsti dal protocollo iPLEXTM (Oeth et al. 2005) 
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III.5. Controllo di Qualità dei dati genetici 
Il Controllo di Qualità (CQ) consente di definire se una serie di marcatori può essere 
utilizzata per l'analisi di associazione e se soddisfa i criteri prestabiliti per minimizzare la 
probabilità di osservare falsi positivi. Gli errori di primo genere possono essere causati 
principalmente o dalla bassa qualità della genotipizzazione (errori di lettura dei genotipi) 
oppure dal ridotto numero di individui tipizzati con successo per uno specifico marcatore. 
I passaggi del CQ previsti per preparare i dati alle successive analisi statistiche sono 
stati: 
1. Rimuovere tutti i marcatori, per i quali i primers non sono altamente specifici (non-
calls) o la genotipizzazione non è riuscita per tutti gli individui; 
2. Eliminare i marcatori monomorfici; 
3. Escludere i marcatori con meno dell'80% di genotipizzazioni riuscite; 
4. Porre in evidenza i marcatori che non sono in equilibrio di Hardy-Weinberg (HW) 
nei controlli (P< 0,05).  
5. Eliminare tutti gli individui per i quali il 20% dei marcatori non sono stati 
caratterizzati con successo. 
La qualità dei campioni di sangue, infine, potrebbe essere compromessa in caso di 
contaminazione durante il prelievo, lo scongelamento o il trasferimento del campione 
biologico tra i centri di raccolta e analisi. 
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CAPITOLO IV 
- Metodi statistici - 
 
IV.1. Metodi di mappaggio genetico per le patologie complesse 
Esistono due principali approcci che permettono di mappare geni che conferiscono 
suscettibilità genetica a diverse patologie umane: a) Analisi del Linkage e b) Studi di 
Linkage Disequilibrium o studi di associazione allelica. 
 
a) L’analisi del linkage prende in esame la relazione specifica esistente tra due loci 
genici all'interno di alberi genealogici, cioè di nuclei familiari allargati, che siano 
informativi per la patologia di interesse. 
Questo tipo di indagine ha dato risultati notevoli per numerose malattie mendeliane o 
quasi mendeliane e si basa sulla tendenza di due geni situati sullo stesso cromosoma, ad 
essere ereditati insieme con una frequenza dipendente dalla loro distanza genetica 
(Hirschhorn & Daly 2005). 
L’analisi del linkage si avvale dell’identificazione di marcatori polimorfici nell'ambito 
di gruppi familiari: se i soggetti affetti trasmettono alleli di un dato marcatore insieme con 
l'allele-malattia, con una frequenza statisticamente superiore all'atteso, si conclude che il 
marcatore è concatenato ('linked') con il gene-malattia. 
L'analisi fornisce una stima della distanza in centimorgan (cM) del locus polimorfico 
dal gene-malattia. 
Per definire, su base statistica, l'esistenza di un 'linkage' sono necessari diversi gruppi 
familiari con numerosi soggetti affetti; inoltre l'analisi comporta lo studio di diversi 
marcatori localizzati a monte, a valle o all'interno del gene candidato. 
Per ciascun nucleo famigliare, vengono valutate, quindi, due ipotesi alternative: la 
probabilità 'H' che tra due loci qualsiasi, tra quelli considerati, esista associazione, cioè 
linkage, con frequenza di ricombinazione pari a θ, e la probabilità alternativa 'H0', cioè che 
i due loci siano indipendenti. Il logaritmo decimale (log10) del rapporto tra queste 
probabilità, corrisponde al 'logarithmic odds' o, più semplicemente, LOD SCORE, il cui 
valore indica quale delle due ipotesi alternative, sia quella più probabile (Morton, 1955). 
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Z=log10 LR 
 
Attraverso il calcolo iterativo del lod score, assumendo ogni volta un diverso valore di 
θ, si ottiene il Maximun Likelihood Score (MLS), ovvero il valore di θ che massimizza il 
valore del LR. 
Per l'intero campione in studio, la probabilità complessiva di linkage, si ottiene dal 
prodotto delle probabilità in ciascuna famiglia, per cui, trattandosi di logaritmi, i lod score 
possono essere sommati tra famiglie. 
Morton N.E. ha dimostrato che i lod score rappresentano il calcolo statistico più 
attendibile per calcolare il linkage nell’ambito degli alberi genealogici (Strachan & Read 
2003), individuando un lod score di 3 quale soglia stabilita per accettare statisticamente il 
linkage, con una probabilità di errore del 5%. Il linkage può essere escluso se il lod score è 
minore a -2. Valori compresi fra -2 e +3 non consentono di accettare o rigettare l’ipotesi di 
linkage tra i geni, pertanto i loci considerati sono indipendenti (Morton 1955, De Carli et 
al. 1998, Strachan & Read 2003). 
Per il mappaggio marcatore-malattia il punto di partenza, generalmente, è un lod score 
di due punti che testa se la malattia mappa vicino ad un particolare marcatore, ovviamente 
l'analisi del linkage può essere molto più efficiente se si analizza simultaneamente 
l'associazione della patologia con più loci marcatori. Data per acquisita la mappa dei 
marcatori, lo scopo è di localizzare il gene responsabile della malattia in uno degli 
intervalli della mappa. Programmi come LINKMAP (parte del pacchetto LINKAGE, 
Lathrop et al. 1984) o GENEHUNTER (Kruglyak et al. 1996) ricavano la posizione del 
locus malattia rispetto alla griglia dei marcatori, calcolando la probabilità complessiva dei 
dati di associazione per ciascuna delle posizioni possibili. Il risultato è una curva di 
probabilità rispetto alle localizzazioni di mappa in cui sull'asse delle y c'è il lod score (il 
logaritmo del rapporto di probabilità per quella data localizzazione rispetto ad una più 
distante lungo la mappa) e sull'asse x c'è la distanza tra markers espressa in centimorgan 
(cM) (Strachan & Read 2003). 
L'analisi dei lod score viene definita "parametrica" perchè richiede un preciso modello 
genetico, in cui vengono precisate le modalità di eredità, le frequenze geniche e la 
penetranza di ciascun genotipo al locus malattia. L’analisi del linkage viene generalmente 
utilizzata per identificare geni responsabili di malattie monogeniche, con elevata 
penetranza, nella cui insorgenza non sono coinvolti fattori ambientali. L’utilizzo di questo 
approccio quindi, è poco efficace nell’identificare geni associati a malattie multifattoriali 
(Gray et al. 2000). La presenza, infatti, di un limitato numero di generazioni in una 
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famiglia e, di conseguenza, il numero ridotto di eventi di ricombinazione, non permette di 
individuare la presenza di linkage in così brevi distanze genetiche nei pedigree.  
 
b) Gli studi di Linkage Disequilibrium (LD) o studi di associazione, invece, si basano 
su una misura statistica che esprime l’associazione non casuale tra gli alleli di loci situati a 
breve distanza lungo il cromosoma (Sawyer et al. 2005), confronta individui non 
imparentati, ovvero non appartenenti a gruppi familiari comuni ed infine, non essendo un 
metodo parametrico, non necessita di nessuna assunzione circa il modello genetico. 
Inoltre gli studi di associazione sono più facili da condurre rispetto all'analisi di linkage 
perché non sono necessarie famiglie con più casi o particolari strutture famigliari ed è 
pertanto possibile raggiungere dimensioni campionarie più elevate. Inoltre, poiché il LD è 
un fenomeno che si estende su un breve segmento di genoma, se si individua 
un'associazione, essa definisce un piccola regione candidata in cui cercare il gene di 
suscettibilità (Strachan & Read 2003). 
Il vantaggio dell'analisi del LD è che permette di individuare, se è presente, 
l'associazione di uno o più SNPs con un gene candidato: tale LD è il risultato di centinaia 
di eventi di ricombinazione, che hanno interessato tale regione cromosomica, e che si sono 
verificati nel corso delle generazioni passate (Balding 2005).  
L’elevata frequenza degli SNPs nel genoma umano, unita alla loro presunta stabilità in 
termini di tasso di mutazione relativo, rende tali polimorfismi tra i più adatti per questo 
tipo studi (Maniatis et al. 2004). Pertanto, uno degli approcci attualmente impiegati per 
l'analisi genetica di una patologia complessa, utilizza gli SNPs come marcatori in LD con i 
geni implicati nella patologia in esame (Dupuis 2007). 
In generale, l’estensione del LD attorno a ciascun marcatore genetico dipende 
fortemente dalla storia della popolazione considerata pertanto, processi stocastici come il 
flusso genico, la deriva genetica, mutazioni multiple e selezione naturale, possono 
modificare la relazione esistente tra LD e loci genetici (Lonjou et al. 2003, Tapper et al. 
2003, Maniatis et al. 2004). La conoscenza dell’estensione del LD attorno ad uno SNP in 
una popolazione è di fondamentale importanza per gli studi di mappaggio, basati 
sull’associazione (Matise et al. 2007). Il valore dell'estensione del LD sufficiente per 
l’identificazione di geni associati a patologie complesse, è tuttora oggetto di molte 
controversie (Hirschhorn & Daly 2005). Approcci puramente teorici, che non tengono 
conto degli effetti della selezione naturale e degli effetti migratori della popolazione, 
indicano che tale valore può perdere di significatività a distanze superiori a 3 Kilobasi 
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(Collins et al. 2004) e che, pertanto, nell'intero genoma umano, sarebbero necessari circa 
500.000 SNPs per uno screening completo (Gray et al. 2000). Predizioni basate, invece, su 
dati empirici suggeriscono che sarebbero sufficienti 30.000 SNPs per lo screening del 
genoma, in quanto il LD sufficiente per l’identificazione di geni associati a patologie 
complesse si estenderebbe fino a 200 kilobasi attorno ad uno SNP (Wang et al. 2005).  
Per analizzare in dettaglio il contributo di un gene candidato può essere necessaria 
l’analisi di 5-10 SNPs all’interno ed attorno al gene (Nowotny et al. 2001), ma lo studio 
delle malattie complesse, ha una migliore risoluzione attraverso l’analisi degli aplotipi di 
più SNPs in LD tra loro e con la patologia stessa. 
 
IV.2. Studi di associazione caso-controllo 
Nello studio di una malattia complessa, uno dei disegni di studio più diretti ed efficienti 
per identificare l'associazione tra geni candidati per una patologia e loci marcatori, è 
l'analisi di associazione su base popolazionistica ed in particolare il disegno “caso-
controllo” (Hirschhorn & Daly 2005). 
Negli degli studi di associazione caso-controllo viene analizzata una popolazione di 
individui “affetti”, identificati con il termine di “casi” (Gibson & Muse 2002). 
Alla popolazione di 'casi' reclutati, se ne affianca un'altra di 'controllo', composta da 
individui 'non affetti' dalla patologia in esame, e che risulta appaiata alla prima, per età, per 
distribuzione di sessi, per abitudini comportamentali o per altri fattori di confondimento 
specifici della patologia in esame ed appartenenti allo stesso gruppo etnico. 
Riscontrare una frequenza più elevata di un determinato allele ad un locus nel gruppo 
dei soggetti affetti rispetto al gruppo dei controlli, suggerisce una probabile relazione tra il 
polimorfismo analizzato e la patologia in esame. 
Tale analisi, a differenza delle analisi di linkage, non considera individui imparentati 
poiché questo approccio non fornisce informazioni sull'ereditabilità del tratto analizzato e 
pertanto qualsiasi associazione osservata può essere attribuita sia a cause genetiche che non 
genetiche. 
Le possibili cause di associazione possono essere: 
 
 Effetti diretti del polimorfismo sul rischio di insorgenza della malattia 
Un polimorfismo utilizzato come marcatore può trovarsi all'interno di un gene e può 
quindi essere responsabile dell'alterazione della sequenza aminoacidica della catena 
polipeptidica codificata da quel gene o influenzarne il processo di trascrizione (Figura 
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IV.1). Alleli diversi, quindi, possono determinare differenze nella natura o nella quantità 
del prodotto genico e questo può influenzare la suscettibilità alla patologia. 
 
 
 
 
 
Figura IV.1. Effetto diretto del polimorfismo sul rischio di insorgenza della patologia 
 
 
 Effetto indiretto (tramite Linkage Disequilibrium) del polimorfismo 
Il LD, detto anche "associazione gametica preferenziale", è il fenomeno per cui, a 
livello di popolazione, specifiche combinazioni a due o più loci concatenati tendono a 
trovarsi insieme sullo stesso cromosoma più frequentemente di quanto ci si attenda per 
effetto del caso a causa della medesima derivazione da un antenato comune. Il LD è un 
evento che riguarda loci strettamente concatenati tra i quali, quindi, sono molto rari gli 
eventi di ricombinazione. 
Se una mutazione patogenetica insorge a breve distanza da un sito polimorfico, allora 
l'allele ancestrale al locus marcatore verrà trasmesso, associato alla patologia, dal fondatore 
che porta la mutazione. 
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Figura IV.2. Effetto "indiretto" del polimorfismo mediante Linkage Disequilibrium 
 
La Figura IV.2 riporta il caso in cui la mutazione che causa la malattia viene 
originariamente introdotta nella popolazione da un individuo fondatore che presenta la 
variante allelica D sullo stesso segmento cromosomico in cui si localizza la mutazione 
patogenica. Nel corso delle generazioni successive, la regione cromosomica contenente la 
mutazione patogenetica e l'allele D, sarà interessata da una serie di eventi di 
ricombinazione che ridurranno le dimensioni del segmento cromosomico. L'associazione 
tende ad essere preservata se vi è un linkage molto stretto tra le due posizioni così che le 
due varianti vengono trasmesse insieme come un 'unico blocco'. Differenti alleli possono 
essere associati alla malattia in popolazioni diverse a seconda del tipo e della natura dei 
fattori che, dal fondatore, hanno operato sulle diverse popolazioni. 
 
 Stratificazione della popolazione 
Quando una popolazione è composta da due o più sottogruppi eterogenei di individui, si 
dice che essa è "stratificata". La "stratificazione" presente nella popolazione in esame, può 
mettere in evidenza a un'associazione tra marker e la patologia, che in realtà non esiste 
("associazione spuria"), pertanto essa può guidare a un'interpretazione errata dei risultati 
(Serre et al. 2008). Ci si può accorgere della presenza di una stratificazione, quando 
sottogruppi di popolazioni mostrano notevoli differenze nella frequenza allelica per il gene 
marcatore analizzato e/o varia la frequenza della patologia in esame (Cardon & Palmer 
2003, Cheng & Lin 2007).  
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Nella Figura IV.3, la patologia (individui colorati in nero) e la variante allelica D sono 
entrambi rari nella prima popolazione ma risultano comuni nella seconda. Quando casi e 
controlli sono campionati dall'intera popolazione la malattia appare associata all'allele D, 
anche se non risulta associata in nessun sottogruppo. 
      
 
                     
 
                                     
 
 
                       
 
 
Figura IV.3.. Effetto della stratificazione della popolazione sulla selezione dei soggetti per lo studio 
 
 
Se si conducono studi di associazione caso-controllo, è opportuno, quindi, scegliere in 
modo accurato gli individui appartenenti ai gruppi dei casi e dei controlli, per cercare di 
azzerare tutte le possibili componenti ambientali.  
 
IV.3. Stima del Linkage Disequilibrium  
Quando due o più loci si trovano fisicamente sullo stesso cromosoma e per questo sono 
ereditati insieme con una frequenza maggiore di quella attesa nell'ipotesi che la 
segregazione fosse casuale, si parla di Linkage Disequilibrium. Maggiore è la distanza fra 
due marcatori genetici sul cromosoma, maggiore è la probabilità che la ricombinazione, 
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omologa o non reciproca (conversione genica), causi il riassortimento degli alleli 
provocando quindi la diminuzione del LD fra questi ultimi. Misurare il livello di LD 
permette quindi di inferire l’entità degli eventi di ricombinazione genica ed il ruolo di 
questi ultimi nel modellare la diversità genetica osservata in una specifica regione 
cromosomica. Sono stati sviluppati diversi metodi per la valutazione del livello di LD:  
a) Il primo coefficiente proposto per la misura del Linkage Disequilibrium D si esprime 
come: 
 
jiijij pppD −=  
 
dove pij è la frequenza dell’aplotipo che presenta l’allele i al primo locus e l’allele j al 
secondo, mentre pi e pj sono le frequenze degli alleli i e j, rispettivamente. Se non c’è 
associazione, ci si aspetta che il valore di pij coincida con il prodotto di pi e pj. Fin dai primi 
momenti della sua applicazione è emerso che il valore di Dij era influenzato dalle 
frequenze alleliche, variando tra un minimo ed un massimo non definiti a priori. È stato 
quindi proposto di utilizzare il coefficiente Dij standardizzato per il massimo valore che 
può assumere (Dij max), date le frequenze alleliche (Lewontin 1964). Questo indice, 
definito D’, si esprime come: 
 
max
'
ijijij DDD =  
 
dove Dij max ha uno dei seguenti valori: 
 
min [pi pj, (1-pi) (1-pj)] se Dij<0 
min [(1-pi) pj, pi (1-pj)] se Dij>0 
 
A seguito della standardizzazione questo indice risulta indipendente dalle frequenze 
alleliche, essendo definito come la proporzione del massimo valore raggiungibile da D. 
L’indice varia quindi fra +1 e -1 in modo indipendente da pi. Il segno è irrilevante, in 
quanto dipende dalla scelta (arbitraria) degli alleli i e j rispetto alla loro alternativa. D’=0 
indica assenza di associazione (indipendenza) fra i loci considerati. 
b) Un'altra misura successivamente proposta per valutare il livello di LD è il 
coefficiente di correlazione r2 (Hill & Robertson 1968) espresso come: 
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Il parametro r2 riflette il potere statistico nel rilevare il LD tra loci e risulta 
particolarmente informativo negli studi di associazione in quanto è inversamente 
proporzionale alla dimensione del campione (n) richiesta per identificare un'associazione 
con la patologia in esame, dato un rischio genetico fissato. Infatti, se si considera un 
qualsiasi marker adiacente ad uno SNP causale, il prodotto nr2 è corrisponde al chi 
quadrato di Pearson per una tabella di contingenza 2x2 dove le frequenze aplotipiche attese 
sono calcolate assumendo indipendenza tra i due loci. Pertanto, un elevato valore di r2 
permette di individuare la presenza di "un'associazione indiretta" tra il marcatore in studio 
ed il fenotipo patologico. 
c) A partire dagli anni '70 molti altri parametri sono stati proposti per stimare 
l'associazione allelica. Tuttavia alcune di queste metriche si sono rivelate particolarmente 
sensibili alle variazioni delle frequenze alleliche e, quindi, poco adatte allo studio del LD 
in differenti regioni cromosomiche e in diverse popolazioni (Morton 2006). Nel del 
presente studio viene utilizzata una misura di associazione allelica alternativa, 
caratterizzata da solide basi teoriche e meno influenzata dalle frequenze alleliche rispetto le 
altre metriche (Collins et al. 2001). 
Collins e Morton sviluppano questa metrica nel 1998 descrivendo l'associazione allelica 
tra coppie di loci in termini di probabilità di associazione, espressa come ρ , alla 
generazione i-esima partendo da una 'popolazione fondatrice' (Collins & Morton 1998). 
Data una coppia di loci diallelici, un aplotipo scelto casualmente (random) alla generazione 
t è identico per discesa ad uno specifico aplotipo nella generazione precedente con una 
probabilità di 1/2Nt 1, dove Ni è la dimensione effettiva della popolazione. La probabilità 
complementare che un aplotipo selezionato in maniera random, non sia interessato da un 
evento di ricombinazione alla generazione t-1, è data da ρ t 1 (Morton et al. 2001). In tal 
modo, la probabilità di associazione viene espressa come: 
 
[ ]111 )2/11(2/1)1)(1( −−− −+−−= tttt NN ρθνρ  
 
e può essere suddivisa in due componenti:  
ctrtt ρρρ +=  
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in cui: 
 
tN
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)2/1(
0
θνρρ ++−=
 
 
[ ]tNct eL )2/1(1 θνρ ++−−=  
 
 
dove rtρ  è la componente dell'associazione che declina dalla 'generezione fondatrice' 
0ρ , ρ ct è la componente che aumenta a causa della deriva genetica dalla popolazione 
fondatrice, θ rappresenta la frazione di ricombinazione e ν è il tasso di mutazione. In tal 
modo, all'aumentare del numero di generazioni,
 rtρ  tende a zero e ρ ct tende ad L. 
L'asintoto L rappresenta l'associazione residua (bias) o spuria a larghe distanze e può 
essere minimizzato considerando campioni di grandi dimensioni. Da un punto di vista 
matematico, L è il valore che assume ρt quando e-θt tende a zero. Per N costante, tρ  può 
essere quindi espressa come: 
 
LMeL tt +−=
θρ )1(
 
 
Il parametro M, l'intercetta della funzione, è dato da: )1/()( )2/1(0 LeLM
tN
−−=
+− νρ  e 
rappresenta la massima associazione quando  è pari a zero. Il parametro M fornisce 
l’interpretazione evolutiva dell’equazione: un valore di M non significativamente diverso 
da 1 è consistente con un'origine monofiletica degli aplotipi dalla linea fondatrice, mentre 
un valore di M inferiore a 1 implica un'origine polifiletica.  
Anziché esprimere la probabilità di associazione in funzione del tempo, risulta più 
conveniente utilizzare una misura di distanza lungo i cromosomi (Morton et al. 2001). Ciò 
può essere ottenuto sostituendo il fattore θt con εd dove il parametro ε rappresenta il 
declino esponenziale della probabilità di associazione 	 all’aumentare della distanza d tra 
due loci SNPs espressa in chilobasi (Kb) (Maniatis et al. 2005). In tal modo, la probabilità 
di associazione può essere riformulata in funzione della distanza secondo l’equazione:  
 
( ) LMeL dd +−= −ερ 1  [1] 
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Questa equazione è del tutto analoga al modello di Isolamento per Distanza formulato 
da G. Malecòt nel 1948.  
La metrica 	 è unica e peculiare nel descrivere il pattern di LD tra diverse popolazioni e 
differenti regioni cromosomiche (Morton et al. 2001) in quanto il suo calcolo è basato su 
solide teorie evolutive (Shete 2003) ed è applicabile sia a campioni costituiti da gruppi 
famigliari sia a campioni formati da individui non imparentati (Zhang et al. 2002, 2004b). 
Inoltre la funzione [1] è caratterizzata da parametri biologicamente interpretabili e 
rappresenta la base per la costruzione di mappe metriche espresse in Unità di Linkage 
Disequilibrium (LDUs) (Collins et al. 2004). 
 
IV.4. Mappe di LD come strumento di mappaggio per geni malattia 
Collins e collaboratori hanno sviluppato un approccio alternativo per l'identificazione di 
loci che conferiscono suscettibilità a patologie complesse attraverso la costruzione di 
mappe metriche in LDUs. Questa metodologia utilizza un adattamento della equazione [1] 
in cui viene introdotto il parametro S per determinare la localizzazione di massima 
verosimiglianza di un putativo locus malattia in una regione candidata. Tale adattamento, 
proposto per la prima volta da Zhang et al. nel 2002, si basava sulla trasformazione 
dell’equazione di Malécot in una funzione di regressione in cui il coefficiente di 
regressione, β, tra un marcatore (SNP) e la patologia in esame veniva stimato in funzione 
di quattro parametri: 
 
( ) LMeL SS +−= −∆− )(1 εβ
               [2] 
 
 
dove S è la posizione dello SNP marcatore (espressa in Kb o LDUs), 
 è la posizione 
stimata per lo SNP causale, il delta di Kronecker () è pari a 1 se S>
 oppure -1 se S<
. Il 
parametro ε in questo caso rappresenta il declino esponenziale dell’associazione della 
patologia con la distanza e l’asintoto L può o essere derivato dal campione (Lp) o può 
essere stimato (L) (Collins & Lau 2008).  
Nella sua prima formulazione l’approccio regressivo era stato applicato allo studio 
dell’associazione tra un sistema multiplo di marcatori del gene ACE in un gruppo di 
famiglie britanniche (Zang et al. 2002). Successivamente il modello regressivo è stato 
esteso allo studio di una coorte di individui sani non imparentati (Maniatis et al 2004) ed 
infine è stato esteso agli studi caso-controllo (Scapoli et al. 2005a), in cui le distribuzioni 
genotipiche dei markers analizzati nel gruppo dei casi e in quello dei controlli (mostrate in 
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Tabella IV.1) permettono la riduzione ad una tabella 2x2 di frequenze alleliche (Tabella 
IV.2)  
 
 
 Genotipi al locus SNP   
  
PP PP' P'P' 
T
otal 
Casi n11 n12 n13 n1 
Con
trolli 
n01 n02 n03 n0 
 
Tabella IV.1. 
 
 
Se le distribuzioni genotipiche sono in accordo con l’equilibrio di Hardy-Weinberg, è 
possibile calcolare un chi-quadrato con 1 grado di libertà (g.d.l.) dato da: 
 
( ) ( )( )( )( )000000002000021 dbcadcbancbda ++++−=χ  
 
Collins & Morton (1998) hanno sviluppato un fattore di arricchimento () per 
correggere l’eccesso di casi presenti nel disegno di studio in modo tale da ricostruire un 
campione casuale di alleli, come riportato in tabella: 
 
 
Alleli al 
locus SNP 
  
  
P P' 
Tota
le 
Casi 
a0 
= 
2n11+n12 
b0 = 
n12+2n13 a0+b0 
Controlli c0 
= 
2n01+n02 
d0 = 
n02+2n03 
c0+d0 
         
  
n = 
a0+b0+c0+d0 
Casi a = 
a  
b = 
b  
a+b 
Controlli c = 
ωc  
d = 
ωd  
c+d 
      
N= 
a+b+c+d 
 
Tabella IV.2. 
 
Data la frequenza di affezione, z, nella popolazione generale, il fattore di arricchimento 
 viene definito come il rapporto tra il numero dei casi e il numero dei controlli 
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moltiplicato per il rapporto tra la frequenza di affezione nella popolazione generale e 
quella del fenotipo normale: 
ω = [(n11+n12+n13)/(n01+n02+n03)] * [(1-z)/z)] 
 
Il parametro di regressione β, pertanto, può essere ottenuto per aggiustamento del 
numero dei controlli secondo l’equazione: 
 
β = | a(ωd)-b(ωc)| / (a+ωc)(b+ωd) 
 
dove la corrispondente informazione è data da Kβ=χ2/β2 e la varianza residua viene 
espressa come:  
( ) ( )knKV iii −−= 2βββ   
 
βi e iβ

 sono rispettivamente i coefficienti di regressione osservato e atteso per il 
marcatore i-esimo, n corrisponde al numero dei polimorfismi analizzati e k è il numero di 
parametri stimati nel modello di Malécot (Scapoli et al. 2005a). 
Dato il coefficiente di regressione β, i parametri del modello di Malècot sono stimati 
iterativamente utilizzando una likelihood composita (-2lnL) che incorpora le informazioni 
derivanti dall’analisi di marcatori multipli (Maniatis et al. 2007). 
In tal modo l’analisi risulta più potente da un punto di vista statistico rispetto al caso in 
cui ogni SNP sia considerato separatamente, evitando infatti l’applicazione della 
correzione di Bonferroni per test multipli, e l’associazione può essere stimata anche senza 
la ricostruzione degli aplotipi. 
Questo modello presenta inoltre altri vantaggi: considera l’ipotesi di mutazioni 
'fondatrici' multiple e permette il raggruppamento di dati eterogenei provenienti da studi 
diversi (meta-analisi) mantenendo un elevato potere statistico (Scapoli et al. 2005a).  
 
Le equazioni [1] e [2] vengono pertanto utilizzate nella costruzione di mappe di LD, che 
godono della proprietà di additività delle distanze (Maniatis et al. 2002) e sono 
monotoniche con le mappe genetiche e fisiche (Zhang et al. 2002, De La Vega et al. 2005, 
Maniatis et al. 2007) e per il clonaggio posizionale di geni candidati. 
 
Caratteristiche delle mappe metriche espresse in Unità di Linkage Disequilibrium: le 
mappe di LD sono analoghe alle mappe genetiche di Linkage ma differiscono 
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sostanzialmente da esse in quanto tengono conto del tempo durante il quale gli eventi di 
ricombinazione si sono accumulati (Collins et al. 2004, Morton 2005). Le equazioni [1] e 
[2] vengono utilizzate per stimare il valore medio di ε in ogni intervallo di mappa tra loci 
SNPs adiacenti. La distanza genetica di mappa, espressa in termini di LDUs, è data dal 
prodotto εidi per ogni intervallo i-esimo, all’interno della regione da analizzare. Poiché le 
distanze espresse in LDUs sono additive, la regione in studio risulterà perciò costituita da 
 iidε unità di LD totali dove di è la distanza espressa in Kb tra coppie di SNPs adiacenti 
(Collins et al. 2004, Tapper et al. 2005).  
L’algoritmo che consente la costruzione di mappe in LDUs è implementato nel software 
CHROMSCAN (http://cedar.genetics.soton.ac.uk/pub/PROGRAMS) che permette di 
stimare il parametro ε in ogni intervallo di mappa (Tapper et al. 2003, Collins & Lau 
2008).  
Il valore medio di ε è il limite entro il quale il LD è utile per il mappaggio genico ed è 
dato da  iii dd /ε , mentre il suo inverso, 1/ε, è definito ‘swept radius’ e riflette 
l’estensione del LD ‘utile’, ovvero la distanza in Kb alla quale il disequilibrium declina a ~ 
0.37 volte (e-1 ) dal suo valore iniziale (Scapoli et al. 2005a, Lau et al. 2007, Collins & Lau 
2008). 
Pertanto, è richiesta una distribuzione il più possibile uniforme di SNPs, per ogni unità 
di LD per la completa copertura della regione cromosomica da analizzare ed in modo da 
massimizzare il potere statistico nel descrivere il pattern di LD della regione in studio 
(Collins et al. 2004). 
Recenti stime basate sulla costruzione di mappe di LD ad alta densità di SNPs per i 
cromosomi 6, 21 e 22, suggeriscono che lo swept radium medio per le popolazioni 
caucasiche ed asiatiche si aggira attorno ad un intervallo di 30-56 Kb e cade in un range di 
22-41 Kb per le popolazioni afro-americane (De La Vega et al. 2005). 
Il numero di LDUs, per un dato segmento cromosomico, è inversamente proporzionale 
al livello di ricombinazione: regioni caratterizzate da un esteso LD e da un tasso di 
ricombinazione basso possiedono poche LDUs, mentre in regioni cromosomiche con molte 
LDUs si osservano alti livelli di crossino over (step regions) (Tapper et al. 2003). 
Le mappe di LD pertanto sono caratterizzate da una struttura costituita da steps e 
plateaus: i plateaus corrispondono a blocchi di bassa diversità aplotipica e quindi di elevato 
LD definiti da εi=0, mentre gli steps (εi>0) corrispondono a regioni caratterizzate da eventi 
di crossing over; la magnitudo degli steps riflette l’intensità della ricombinazione (Maniatis 
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et al. 2004, Kuo et al. 2007). Plottando le LDUs in funzione della distanza fra coppie di 
SNPs, espressa in Kb, è possibile rappresentare graficamente la struttura ‘block-step’ della 
regione in studio (Collins et al. 2004) (Figura IV.4). 
 
 
 
Figura IV.4. Esempio di costruzione di una mappa di LD con 5 SNPs. Il parametro ε è stimato per 
ognuno dei quattro intervalli di mappa e le LDUs sono calcolate per ciascun intervallo come εd. Il grafico a 
sinistra mostra il declino del LD tra lo SNP1 e gli altri SNPs in funzione della distanza. La mappa in LDU 
risultante riflette la forza del LD tra gli SNPs 2 e 3 e gli SNPs 4 e 5 e la probabile presenza di un putativo 
hot-spot di ricombinazione tra gli SNPs 3 e 4 (Collins et al., 2004). 
 
 
Applicazione delle mappe di LD ai fini di clonaggio posizionale: per testare l’esistenza 
di uno SNP causale all’interno di una regione candidata, Maniatis et al. (2005) utilizzano 
un modello gerarchico di LD che prende in considerazione quattro differenti ‘sub-ipotesi’ 
del modello di Malécot (Figura IV.5): 
• Il Modello A è il cosiddetto modello ‘base’ in cui nessuno dei parametri viene 
stimato: in tal modo M=0 e il parametro L è ricavato dal campione (L=Lp). Il modello A, 
in pratica, è considerato l’ipotesi nulla (H0) per la quale non esiste associazione tra il 
fenotipo malattia e il marcatore; qualsiasi associazione riscontrata, pertanto, è attribuibile 
ad un ‘background’ o ‘rumore di fondo’ (Scapoli et al. 2005a). 
• Il Modello B, simile al Modello A, considera M=0, ma stima il parametro L; un 
aumento significativo di L rispetto ad Lp implica un’associazione positiva a livello della 
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regione di interesse senza però fornire informazioni circa la localizzazione precisa del 
polimorfismo causale (Maniatis et al. 2007). Il Modello B, pertanto, consente di testare 
un’ipotesi di "associazione generale" della regione candidata (Collins & Lau 2008). 
• Il Modello C considera L=Lp ma stima l’intercetta M e il parametro S, che 
rappresenta la posizione di un potenziale gene causativo all'interno della regione candidata. 
• Il Modello D, infine, rappresenta l’ipotesi alternativa più complessa in quanto 
prevede la stima dei tre parametri L, M ed S contemporaneamente e quindi la definizione 
del modello genetico in tutti i suoi aspetti. 
 
Per tutti e quattro i modelli, il parametro ε nelle equazioni [1] e [2] è fissato ad 1 per le 
mappe in LDUs ed è assunto pari a 0,02 per le mappe in Kb, come stabilito da Morton et 
al. 2007. 
Poiché Modello A è considerata l'ipotesi nulla, confronto fra i Modelli A-B, A-C e A-D 
permette di testare l’esistenza di un polimorfismo causale all’interno della regione 
analizzata (Maniatis et al. 2004). 
La significatività dei tre tests viene valutata attraverso un chi-quadrato ( )2χ  il cui 
calcolo è basato sulla differenza tra la likelihood composita di ciascun modello a confronto 
divisa per la varianza residua dell’ipotesi più complessa. I tests A-B, A-C e A-D, hanno 
rispettivamente 1, 2 e 3 g.d.l (Morton et al. 2007). 
 
 
 
 
 
 
Figura IV.5. ‘Sub-ipotesi’ del modello di Malécot. L'accento circonflesso indica il parametro 
stimato nel mappaggio di associazione e la lettera p al pedice indica il parametro stimato dai 
dati (Morton et al., 2007). 
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Nel presente lavoro viene applicata questa metrica basata sulla regressione utilizzando 
dati genotipici ottenuti dalla tipizzazione di 60 SNPs per costruire una mappa di LD della 
regione candidata 2q13-14 e testare l’esistenza di un SNP causale all’interno di tale 
segmento cromosomico.  
 
IV.5. Analisi Statistiche 
Utilizzando i dati relativi ai 60 SNPs selezionati è stato verificato se le distribuzioni dei 
genotipi, nelle sottopopolazioni dei casi e dei controlli, sono in accordo con la legge di 
Hardy-Weinberg attraverso il calcolo del χ2 di equilibrio. Per questa analisi è stato 
utilizzato il software ARLEQUIN (versione 3.11, Excoffier et al. 2005). 
Al fine di verificare, inoltre, l'esistenza di un'associazione allelica tra ciascuno dei 
polimorfismi analizzati e il fenotipo patologico, sono stati utilizzati il test esatto di Fisher, 
il test del χ2 di indipendenza e l'Odds Ratio (O.R.), implementati nel software PLINK 
versione 0.99s (Purcell et al. 2007). 
Questo programma ha permesso inoltre di condurre l'analisi di associazione della 
patologia tra differenti clusters mediante il test Cochran-Mantel-Haenszel applicato a 
tabelle di contingenza stratificate. Il livello di significatività scelto è la convenzionale 
soglia al 5%. Quando necessario, i livelli di significatività sono stati sottoposti alla 
correzione di Bonferroni per confronti multipli. 
 
IV.5.1. Tests di omogeneità  
Al fine di ottenere un incremento del potere statistico, si è verificato se i due campioni 
in studio, provenienti dalle aree geografiche di Ferrara e Napoli, potessero essere aggregati 
in un’unica popolazione verificando la presenza di stratificazione mediante il software 
PLINK versione 0.99s (Purcell et al. 2007). Questo programma utilizza un sistema di 
clustering gerarchico basato sul calcolo della proporzione di alleli identici di fatto 
(Identical by State, IBS) condivisi tra coppie di individui e permette di: a) raggruppare gli 
individui in subsets omogenei; b) eseguire un'analisi di scaling multidimensionale o 
Multidimensional Scaling (MDS) per visualizzare graficamente la substruttura del 
campione in analisi; c) individuare la presenza di individui outliers rispetto gli altri soggetti 
in studio.  
La procedura di clustering, implementata nel software, inizia considerando ciascun 
individuo come un unico cluster di dimensione uno e prosegue raggruppando 
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(ripetutamente) di volta in volta gli individui geneticamente più simili; la procedura di 
“aggregazione” si arresta quando tutti gli individui vengono assegnati al numero di gruppi 
specificati nell’analisi. Per campioni costituiti da soggetti affetti e controlli, è possibile 
utilizzare una serie di opzioni che permettono di: fissare il numero o la dimensione 
massima di ciascun cluster, combinare l’informazione fenotipica con la dimensione di ogni 
gruppo specificando, ad esempio, che ogni cluster può contenere non più di un caso e due 
controlli ed infine, valutare diversi criteri di appaiamento sia categorici che quantitativi 
quali l’età, il sesso ed eventuali variabili ambientali. 
PLINK fornisce un ulteriore metodo per verificare la presenza di stratificazione nel 
campione: anziché raggruppare gli individui in clusters discreti è possibile eseguire 
un’analisi MDS. Questa tecnica di analisi multivariata permette di ottenere una 
rappresentazione degli 'n' soggetti, che costituiscono il campione in studio, in uno spazio di 
'k' dimensioni, attraverso la costruzione di una matrice NxN di distanze genetiche tra 
ciascuna coppia di soggetti in termini di IBS, come descritto precedentemente. 
L'applicazione di questa tecnica esplorativa permette di trovare la configurazione che 
meglio approssima le distanze osservate tra soggetti ed i valori ottenuti dall'analisi possono 
essere riportati in un grafico a due dimensioni e rappresentate dalle prime due componenti 
principali, dove ogni punto è un individuo ed è possibile identificare l'eventuale esistenza 
di clusters. 
Infine, per individuare la presenza di outliers nella popolazione in esame, l’algoritmo 
stima le distanze genetiche di ciascun soggetto con due o più individui geneticamente 
simili ad esso (nth-nearest neighbors) rispetto al resto del campione in studio ed ottiene 
quindi una distribuzione di distanze genetiche da cui è possibile calcolare la variabile 
standardizzata z. Il software, sostanzialmente, raggruppa tutti gli individui che 
compongono il campione sulla base delle loro similarità genetiche e restituisce un output in 
cui riporta, per ciascun individuo, un elenco ordinato dei soggetti geneticamente più simili 
al probando di riferimento. 
Gli individui che presentano uno z-score inferiore a 2,57 (P<0,01) vengono considerati 
outliers.  
 
IV.5.2. Determinazione degli aplotipi 
I metodi di laboratorio descritti nel paragrafo precedente ed utilizzati per ricavare i dati 
genotipici dal campione in studio, non forniscono informazioni circa la fase degli SNPs sul 
cromosoma. Pertanto, al fine di evitare ulteriori complesse e costose tecniche di laboratorio 
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che prevedono il clonaggio dei cromosomi in stato aploide o il genotyping addizionale dei 
familiari degli individui oggetto di studio, è possibile ricorrere all’uso di metodi statistici 
che permettono di inferire la fase stessa a partire dal dato dei singoli SNPs (Stephens et al. 
2001). 
A questo scopo, nel presente lavoro, viene utilizzato un algoritmo di ricostruzione degli 
aplotipi implementato nel software PLINK. 
Questo programma permette di stimare le frequenze aplotipiche, dai dati gentipici 
osservati, attraverso un criterio di Maximum-Likelihood, basandosi sull’algoritmo 
Expectation-Maximation (EM) (Excoffier & Slatkin 1995). Si tratta di una procedura 
iterativa il cui scopo è quello di stimare le frequenze aplotipiche che massimizzano la 
probabilità di ottenere i dati osservati; tali stime sono note come 'stime della massima 
verosimiglianza'.  
L'algoritmo EM implica l’assunzione di equilibrio di Hardy-Weinberg e il principio su 
cui si basa prevede: 1) una stima iniziale (random) delle frequenze aplotipiche per ogni 
dato genotipico a fase ignota osservato; 2) l'utilizzo di questi valori iniziali per calcolare, 
durante il primo ciclo di iterazione, le nuove frequenze genotipiche attese (step-E); 3)le 
frequenze genotipiche relative, ottenute nello step-E, vengono utilizzate come “pesi” per 
una nuova stima delle frequenze aplotipiche (step-M); 4) i cicli 2) e 3) vengono ripetuti 
finché l'algoritmo non giunge a convergenza.  
PLINK utilizza diversi approcci per la ricostruzione degli aplotipi. Mediante il metodo 
delle "sliding windows" il software analizza il primo segmento (window) contenente un 
numero specificato di polimorfismi e restituisce tutti i possibili aplotipi all'interno di quel 
segmento; la finestra successivamente si sposta di una posizione e il software inferisce la 
fase degli SNPs appartenenti al segmento seguente e così via.  
La velocità di esecuzione del programma dipende esponenzialmente dalla dimensione 
della "sliding window"specificata nell'analisi.  
In alternativa tutti gli aplotipi ad un dato locus possono essere stimati fornendo al 
software un file, di estensione .hlist, contenente una lista in cui sono già specificati blocchi 
predefiniti di SNPs sui quali inferire la fase (es: blocco1: snp1, snp2, snp3; blocco2: snp4, 
snp5 ecc.). 
Il programma PLINK fornisce, per entrambi i metodi adottati, un output con una lista di 
tutti i possibili aplotipi (per ogni window o blocco specificati) con le relative frequenze sia 
per il gruppo dei casi che per il campione dei controlli secondo la ‘migliore ricostruzione’ 
e verifica la presenza di associazione tra il fenotipo patologico e gli aplotipi inferiti 
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attraverso il calcolo di un chi-quadrato con i gradi di libertà appropriati, in funzione della 
dimensione della finestra o del blocco impostati, ed il relativo p-value. 
L'opzione "proxy association" implementata nel programma PLINK, fornisce un 
ulteriore metodo per testare la forza di associazione tra un particolare SNP di riferimento 
(reference SNP) e la patologia in esame attraverso la ricostruzione dei possibili aplotipi 
inferiti (con una frequenza superiore all'1%) considerando tre SNPs a valle e tre a monte 
rispetto al polimorfismo di riferimento. Le frequenze aplotipiche osservate, anche in questo 
caso, sono confrontate tra casi e controlli tramite test del 2. 
 
Per l’analisi del Linkage Disequilibrium della regione candidata 2q13-14 è stato 
utilizzato il software HAPLOVIEW version 4.0 (Barrett et al. 2005). 
Questo programma calcola, per ogni coppia di SNPs in esame, la statistica D' e il 
coefficiente di correlazione r2 i cui valori vengono utilizzati per creare una 
rappresentazione grafica dell'estensione del LD nella regione cromosomica in studio. Il 
livello di LD viene evidenziato attraverso una scala cromatica di diverse intensità di colore. 
Il software HAPLOVIEW consente inoltre di utilizzare differenti metodi per 
l'identificazione dei blocchi aplotipici all'interno della regione in esame (Gabriel et al. 
2002, Wang et al. 2002, Barrett et al. 2005) ed effettua, in un campione costituito da 
soggetti affetti e controlli, un'analisi di associazione tra gli aplotipi inferiti in ciascun 
blocco aplotipico e il fenotipo patologico.  
Nel presente lavoro, per l’individuazione dei blocchi aplotipici, è stata utilizzata 
l’opzione ‘solide spine’ (Barrett et al., 2005) implementata nel software. Questo metodo si 
basa sulla ricerca, di un punto o zona ("spine") di elevato LD: il programma, "scorre" da un 
marcatore ad un altro lungo i lati di un ipotetico triangolo generato dal confronto fra coppie 
di SNPs. In tal modo il primo e l'ultimo marker di ciascun blocco risultano in LD con tutti 
gli altri polimorfismi all'interno del blocco stesso, ma tali marcatori 'intermedi' non sono 
necessariamente in LD tra loro.  
 
Il file di output contiene, per ogni aplotipo ricostruito, i markers che lo compongono 
con le relative frequenze ed un parametro, definito D' multiallelico, il cui valore 
rappresenta il grado di LD tra due blocchi adiacenti.  
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CAPITOLO V 
- Risultati - 
 
V.1 Controllo di Qualità e dell’Equilibrio di Hardy-Weinberg  
A seguito del controllo di qualità, tra i 60 markers selezionati, 2 polimorfismi sono stati 
esclusi dalle analisi successive poiché sono risultati monomorfici. Tra i rimanenti 58 SNPs 
correttamente caratterizzati, solo 2 marcatori tra i campioni derivanti dai casi hanno mostrato 
una deviazione significativa dall’equilibrio di HW (Tabella V.1).  
 
rs4848300 0,451 0,369 rs6751201 0,093 0,271
rs17561 0,451 0,369 rs1015754 0,854 0,000
rs10496444 0,151 0,837 rs1110839 0,867 0,152
rs12469600 0,727 0,406 rs2018348 0,279 0,846
rs3917368 0,950 0,290 rs1374161 0,326 0,501
rs1143634 0,069 0,189 rs4848327 0,414 0,681
rs1143627 0,469 0,768 rs2002510 0,797 0,982
rs16944 0,394 0,914 rs4404277 0,749 0,562
rs4849127 0,308 0,382 rs1191694 1,000 0,377
rs2708919 0,380 0,145 rs2008324 0,933 0,804
rs7577574 0,170 0,679 rs6739740 0,599 0,906
rs2723163 0,251 0,195 rs11123181 0,038 0,459
rs879711 0,229 0,216 rs1968615 0,312 0,796
rs895497 0,202 0,183 rs1867870 0,312 0,803
rs2305150 0,251 0,357 rs1739538 0,341 0,718
rs1562302 0,107 0,658 rs11123202 0,776 0,980
rs1800930 0,086 0,452 rs11123205 0,308 0,501
rs2515402 0,117 0,496 rs4849261 0,440 0,982
rs6759676 0,657 0,821 rs935644 0,547 0,876
rs1623119 0,513 0,399 rs2166966 0,885 0,433
rs4251961 0,956 0,920 rs4848348 0,705 0,876
rs454078 0,751 0,596 rs7587985 0,057 0,680
rs315943 0,279 0,501 rs11123208 0,396 0,000
rs11123167 0,784 0,194 rs4450608 0,535 0,681
rs12475781 0,213 0,675 rs4849285 0,117 0,816
rs724496 0,852 0,547 rs1028245 0,030 0,939
rs4849159 0,924 0,586 rs9941677 0,093 0,917
rs6761202 0,708 0,609 rs12995005 0,128 0,906
rs1975535 0,439 0,775 rs6740934 0,763 0,691
P HW CASI P HW CONTR.ID SNP P HW CASI P HW CONTR. ID SNP
 
Tabella V.1. Verifica dell’Equilibrio di Hardy-Weinberg nel gruppo dei casi (P HW CASI) e nel 
campione dei controlli (P HW CONTR.) per ciascun SNPs. 
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V.2 Tests di stratificazione  
Sulla base dei dati derivanti dell’intero complesso di SNPs, è stata costruita la matrice 
216x216 delle distanze genetiche basato sul calcolo della proporzione di alleli identici di fatto 
(Identical by State, IBS) utilizzando il software PLINK e attraverso il Multidimensional 
Scaling (MDS). Mediante MDS, è stato possibile ottenere un grafico ove ciascun punto 
rappresentasse un singolo individuo e i due assi generassero una immagine dei dati ridotto a 
due dimensioni (Figura V.1.).  
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Figura V.1. Analisi Multi Dimensional Scaling per verificare la stratificazione della popolazione in relazione 
ai 2 sottogruppi analizzati: Ferrara (FE, quadrati) e Napoli (NA, cerchi). 
 
 
La distribuzione uniforme dei punti sul grafico indica chiaramente la assenza di eterogeneità 
tra le due sottopolazioni (Ferrara e Napoli). Per verificare ulteriormente la omogeneità tra 
sottopopolazioni, è stato effettuato il test di Cochran-Mantel-Haenszel (CMH) per campioni 
stratificati. Al test CMH, il marker più eterogeneo è risultata la variante rs895497 che è 
comunque risultata non significativamente differente nelle due sottopopolazioni [χ2[CMH] = 2.1, 
p-value=0.146, OR[CMH] = 1.4 (95%CI 0.90-2.08)].  
 
Da queste analisi è stato possibile concludere che le due sottopolazioni campionate, Ferrara 
e Napoli, erano geneticamente omogenee per la regione cromosomica analizzata e, di 
conseguenza, potevano essere trattate come una popolazione unica di casi e controlli. 
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V.3 Analisi Single-point  
Nella Figura V.2 vengono riportati i valori di significatività ottenuti dal confront tra la 
distribuzione delle frequenze genotipiche e alleliche riscontrate nei casi e nei controlli. Dai tests 
su frequenze alleliche e genotipiche, è emerso un livello significativo (p<0.05) solo per le 
distribuzioni genotipiche del polimorfismo di rs6751201, che mappa nel decimo introne del 
gene omologo SEC7. 
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Figura V.2. Analisi allelica e genotipica “single-point”. Per ciascun marcatore viene mostrato il valore p 
ottenuto dal confronto tra casi e controlli relative alle frequenze genotipiche (quadrati) e alleliche (cerchi). La linea 
tratteggiata rappresenta il livello soglia di significatività del 5%.  
 
 
V.4 Studio della Struttura LD nella regione 2q13-14  
L’estensione del LD tra gli SNPs selezionati all’interno della regione candidata è stata 
valutata, in prima analisi, tra coppie di marcatori mediante la stima della statistica D’ e dal 
coefficiente di correlazione r2. Tale analisi viene raffigurata in Figura V.3. Usando l’opzione 
“solid spine” del programma HAPLOVIEW, all’interno della regione 2q13-14 sono stati 
osservati 17 blocchi di forte LD, la cui dimensione variava tra 7 and 136 Kb.  
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Figura V.3. 
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Mediante programma CHROMSCAN, è stata costruita una mappa LD della regione 2q13–
14 in base al modello di Malécot per marcatori multipli. La scelta di copertura per ogni unità di 
LD è stata di 4 SNPs/LDU con una distanza media tra SNPs di 15.75 ± 11 Kb.  
 
La struttura cromosomica della regione candidata, che viene mostrata in Figura V.4, è stata 
ricavata tracciando, sulle distanze in kb, le distanze in LDU ottenute con: a) i dati per la 
popolazione Caucasica provenienti dalla banca dati dell’HapMap project (spezzata blu) b) i dati 
complessivi della popolazione Italiana (spezzata rosa) c) i soggetti controllo (spezzata gialla) d) 
i pazienti affetti da AgP (spezzata azzurra).  
 
 
Figura V.4. Grafico della mappa di LD per la regione 2q13-14. Sull’asse delle ascisse è riportata la posizione 
fisica (in kb) degli SNPs selezionati mentre sull’asse delle ordinate è riportata la distanza in unità di LD (LDUs). 
 
 
Le 4 mappe di LD mostrano profili molto simili, con una lunghezza complessiva di circa 16 
LDUs e, in particolare, la struttura cromosomica della regione 2q13-14 ottenuta dai dati della 
popolazione di studio Italiana conferma il profilo ottenibile dal database di HapMap.  
 
V.5 Ricostruzione Aplotipica  
In relazione al profilo "a blocchi" ottenuto dalla mappa LD e dall’analisi a coppie dei 
marcatori (Figura V.5), i 58 polimorfismi sono stati suddivisi in 4 regioni raggruppando 15 
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(Blocchi 1 - 4), 10 (Blocchi 5 - 8), 13 (Blocchi 9 - 13) e 16 (Blocchi 14 - 17) SNPs, 
rispettivamente; i rimanenti SNPs non sono stati attribuiti a nessun blocco. All’interno di 
ciascuna regione, sono stati ricostruiti tutti gli aplotipi a 3 ed a 6 marcatori tramite l’algoritmo 
Expectation-Maximization (Excoffier & Slatkin, 1995) implementato dal software PLINK 
utilizzando il metodo alternativo delle finestre sovrapposte (con lo scivolamento di 1 SNP a 
passo).  
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Figura V.5. Nel grafico la struttura LD, misurata mediante D’, è evidenziata dall’uso di una scala cromatica, in 
relazione alla locazione cromosomica degli SNPs considerati. Le barre verticali definiscono le 4 regioni 
identificate attraverso sia la mappa LD che la analisi “pairwise”. 
 
Le frequenze aplotipiche osservate sono state confrontate nei casi e nei controlli per 
verificare eventuali associazioni aplotipiche con la AgP. Nessuno degli aplotipi ottenuti ha 
mostrato ha mostrato una associazione significativa con la AgP. Nella Tabella 9 sono stati 
riportati gli specifici aplotipi risultati più significativamente associati alla condizione 
patologica. Gli aplotipi che contenevano la variante allelica che mappa all’interno di IL1F6 e 
IL1F8 (regione 1, blocco 4, SNPs: rs879711, rs895497, rs2305150, rs1562302), hanno 
Region 1 Region 2 Region 3 Region 4 
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mostrato una associazione statisticamente significativa o borderline con la AgP (p-values 
variabili da 0.028 a 0.058) utilizzando sia finestre a 3 che a 6 marcatori. Gli aplotipi combinati 
da SNPs che mappano all’interno di IL1B (SNPs: rs3917368, rs1143634, rs1143627, rs16944) 
hanno rivelato una associazione borderline con la malattia (p-values: 0.046 and 0.053) solo per 
le finestre a 6 marcatori. Non è stata riscontrata alcuna associazione significativa nella regione 
dove mappano IL1A and IL1RN. 
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A         
haplotype Freq. in 
cases 
Freq. in 
Controls 
Assoc. 
χ² 
Df P  SNPs  
112 0,106 0,178 4,386 1 0,036 rs879711 rs895497 rs2305150 
112 0,000 0,021 4,022 1 0,045 rs315943 rs11123167 rs12475781 
111 0,087 0,040 4,039 1 0,045 rs6751201 rs1015754 rs1110839 
221 0,027 0,067 3,633 1 0,057 rs6751201 rs1015754 rs1110839 
212 0,101 0,166 3,763 1 0,052 rs28665122 rs34713741 rs11327127 
 
 
B            
haplotype Freq. in 
cases 
Freq. in 
Controls 
Assoc. 
χ² 
Df P   SNPs    
122212 0,160 0,240 3,969 1 0,046 rs3917368 rs1143634 rs1143627 rs16944 rs4849127 rs2708919 
222121 0,153 0,227 3,730 1 0,053 rs1143634 rs1143627 rs16944 rs4849127 rs2708919 rs7577574 
221211 0,151 0,252 6,332 1 0,012 rs1143627 rs16944 rs4849127 rs2708919 rs7577574 rs2723163 
211112 0,098 0,174 4,822 1 0,028 rs2708919 rs7577574 rs2723163 rs879711 rs895497 rs2305150 
111212 0,040 0,094 4,445 1 0,035 rs2723163 rs879711 rs895497 rs2305150 rs1562302 rs1800930 
112121 0,043 0,091 3,603 1 0,058 rs879711 rs895497 rs2305150 rs1562302 rs1800930 rs2515402 
121221 0,002 0,033 5,149 1 0,023 rs4849159 rs6761202 rs1975535 rs6751201 rs1015754 rs1110839 
211121 0,026 0,002 4,803 1 0,028 rs2018348 rs1374161 rs4848327 rs2002510 rs4404277 rs1191694 
212112 0,051 0,013 5,035 1 0,025 rs4848327 rs2002510 rs4404277 rs1191694 rs2008324 rs6739740 
111221 0,018 0,056 3,662 1 0,056 rs2008324 rs6739740 rs11123181 rs1968615 rs1867870 rs1739538 
222211 0,023 0,062 3,738 1 0,053 rs6739740 rs11123181 rs1968615 rs1867870 rs1739538 rs11123202 
222112 0,024 0,070 4,666 1 0,031 rs11123181 rs1968615 rs1867870 rs1739538 rs11123202 rs11123205 
 
Tabella V.2. Aplotipi combinati più significativi tra quelli ottenuti utilizzando sia finestre a 3 (A) che a 6 (B) marcatori all’interno della regione cromosomica 2q13-14 e 
i loro corrispondenti test di associazione tra pazienti AgP e controlli.  
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Per verificare la presenza di un polimorfismo causale all’interno della regione candidate, in 
accordo con quanto riportato da Maniatis et al. (2004), l’ipotesi nulla (modello A), che assume la 
assenza di associazione tra la malattia e i marcatori considerati, è stata valutata comparandola 
alla ipotesi alternativa (modello D), in cui si assume l’esistenza di un allele determinante la 
malattia localizzato all’interno della regione 2q13-14. La significatività del chi quadro di 
massima likelihood è stata verificata tramite test di permutazione (sono stati effettuati 400 cicli 
di permutazione modificando casualmente, ad ogni ciclo, l’assegnazione dei 216 individui al 
gruppo dei casi o dei controlli). 
 
 Dal confronto A-D, non è emersa alcuna evidenza significativa della esistenza di una 
variante causale all’interno della regione candidata (2=1.59; P=0.207 per la mappa LDU). 
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CAPITOLO VI 
- Discussione e Conclusioni - 
 
Le cellule dei tessuti parodontali e dell’infiltrato infiammatorio in risposta alla 
colonizzazione della porzione sotto-gengivale della superficie radicolare da parte di batteri 
parodonto-patogeni, sono in grado di secernere citochine pro-infiammatorie e anti-
infiammatorie a loro volta in grado di influenzare la estensione e la severità della distruzione 
dell’apparato di attacco del dente. Tra queste citochine, le pro-infiammatorie IL-1 e IL-1 e 
l’anti-infiammatoria IL-1Ra sembrano svolgere un ruolo determinante nella patogenesi delle 
Parodontiti. A tal riguardo, i polimorfismi relativi al cluster genico dell’IL-1 sono stati associati 
a differenze inter-individuali stabili nei livelli tessutali di IL-1 conseguenti a stimolo batterico 
e, di conseguenza, sono stati proposti come potenziali markers genetici per le malattie 
parodontali. È comunque da sottolineare che, nonostante l’ampio numero di studi, il ruolo del 
polimorfismo genico dell’IL-1 nella insorgenza e progressione delle forme distruttive di 
malattia parodontale, inclusa la AgP, rimane ipotetico ed è ancora lontano dall’avere un solido 
fondamento scientifico (Yoshie et al. 2007). 
 
L’identificazione di fattori di rischio genetici per la Parodontite è complicata dalla esistenza 
di differenti forme fenotipiche della patologia, quail la Parodontite Cronica (ChP) e la forma 
aggressiva (AgP) (AAP International workshop 1999). Nel nostro studio, sono stati selezionati 
esclusivamente pazienti affetti da AgP. Questa scelta è stata basata sulle caratteristiche 
specifiche della patologia in esame. Mentre nei pazienti affetti da ChP la progressione della 
distruzione tessutale è lenta e la severità delle lesioni parodontali sembrano essere direttamente 
correlate alla carica infettante e alla esposizione all’insulto microbico, nei pazienti affetti da 
AgP si osserva una perdita di attacco severa e rapidamente progressiva peculiarmente in 
individui di giovane età, e solo in minima parte l’entità della distruzione parodontale può essere 
associata alla entità del biofilm dentale sopra- e sotto-gengivale. Queste caratteristiche 
fenotipiche della malattia sembrano rinforzare l’ipotesi che la suscettibilità individuale alla 
AgP sia associata a specifici tratti genetici (Hart 1996, Hodge & Michalowicz 2001). I pazienti 
affetti da AgP possono essere più facilmente e precocemente intercettati diagnosticamente 
rispetto ai pazienti con ChP. Inoltre, la AgP offre la possibilità di distinguere in maniera 
dicotomica i casi patologici dai controlli sani, mentre i pazienti con ChP presentano un ampio 
range di espressione fenotipica della malattia in relazione alla estensione e severità della 
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distruzione parodontale. Queste caratteristiche cliniche della patologia rendono la AgP un 
condizione patologica adatta, tra le varie forme di malattia parodontale, allo studio della 
associazione con polimorfismi genici, quali quelli relativi al cluster genico della IL-1.  
 
Una revisione della letteratura disponibile sembra indicare che la prevalenza della AgP sia 
estremamente variabile tra differenti Paesi e gruppi etnici. Sfortunatamente, non esistono a 
tutt’oggi dati epidemiologici relativi alla prevalenza di AgP in Italia. Tassi di prevalenza 
modesti, variabili tra lo 0.1% e 0.2% sono stati riportati per l’Europa Caucasica, mentre tassi 
più alti, variabili dall’1% al 3%, sono stati riferiti agli Africani e Afro-Americani (Albandar & 
Tinoco 2002). Di conseguenza, per reclutare una coorte di casi sufficientemente ampia, è 
essenziale stabilire collaborazioni tra Centri clinici in modo da intraprendere studi di 
associazione con adeguata Potenza statistica. L’inclusione di differenti sotto-popolazioni 
provenienti da diverse aree geografiche può determinare una eterogeneità genetica e 
conseguenti problemi di stratificazione. Nel presente studio, la eterogeneità genetica tra due 
sotto-popolazioni derivanti da 2 Centri differenti (Ferrara e Napoli) è stata esclusa mediante 
analisi con test MDS e CMH.  
 
In un nostro studio precedente, era stata trovata una debole associazione tra la forma 
generalizzata di AgP e il polimorfismo IL-1B+3953 (P=0.039) (Scapoli et al. 2005a). Un 
sostegno ulteriore, sia pur non significativo, per l’esistenza di una associazione tra il cluster 
genico dell’IL-1 e la AgP è emerso dal clonaggio posizionale tramite LD che indicava la 
posizione più probabile della variante causale in corrispondenza di questo marcatore, così come 
dalla analisi degli aplotipi, che ha trovato l’aplotipo IL-1B+3953–IL-1B-511 avere il minore 
livello di significatività (p-value) della regione. Inoltre, la frequenze genotipiche osservate per 
IL-1RN sono risultate significativamente diverse nei pazienti AgP rispetto ai controlli 
(P=0.019), nonostante le distribuzioni alleliche fossero simili nei due gruppi (Scapoli et al. 
2005a). 
 
Studi precedenti hanno suggerito che i loci polimorfici relativi al cluster genico dell’IL-1, 
includente i geni IL-1A, IL-1B e IL-1RN, possono essere in forte LD (Cox et al. 1998). Questi 
risultati contrastano con quelli di Parkill et al. (2000) che ha valutato la frequenza dei 
polimorfismi nei geni codificanti l’Interleuchina 1 (IL-1B) e l’antagonista del suo recettore 
(IL-1RA) in 70 pazienti con AgP, arrivando a dimostrare un comportamento indipendente dei 
due polimorfismi nei confronti di una potenziale associazione con la patologia (Parkhill et al. 
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2000). Nella nostra precedente analisi (Scapoli et al. 2005a), il LD del cluster dell’IL-1 è stato 
descritto utilizzando 5 differenti varianti geniche comprese nella regione candidata. I nostri dati 
hanno indicato la presenza di due possibili “hot-spots”: il primo tra IL-1B+3953 e IL-1B-511, il 
secondo all’interno della regione che porta il gene IL-1RN e il polimorfismo TIC. Questi 
risultati erano in accordo con quelli presentati da uno studio indipendente che ha costruito una 
mappa LDU (Zhang et al. 2002) della stessa regione cromosomica basata su 93 polimorfismi 
(Gohlke et al. 2004). Queste osservazioni, nel loro insieme, suggeriscono un comportamento 
indipendente tra i marcatori IL-1B+3953 e IL-1RN. 
 
Il presente studio si proponeva di stabilire il ruolo dei geni compresi nel cluster dell’IL-1 
nella patogenesi della AgP in una coorte Italiana Caucasica. In letteratura sono stati riportati 
risultati contrastanti relativamente alla associazione specifica tra suscettibilità alla AgP e 
genotipi dell’IL-1. Mentre alcuni studi hanno mostrato una associazione positiva tra il 
polimorfismo IL-1B +3954 e AgP sia negli Afro-Americani che nelle popolazioni Caucasiche 
(Diehl et al. 1999, Parkhill et al. 2000), altri studi hanno fallito nel dimostrate un legame 
significativo tra queste varianti geniche e la condizione patologica (Hodge et al. 2001, Rogers 
et al. 2002). Recentemente, uno studio condotto su 415 soggetti affetti da AgP Nord-Europei e 
di etnia Caucasica e 874 controlli, che si proponeva di esaminare 10 SNPs nella regione del 
cluster genico dell’IL-1, non ha rilevato alcuna associazione significativa tra i marcatori 
analizzati e la condizione patologica (Fiebig et al. 2008). In genere questi studi prendono in 
considerazione la associazione tra singoli marcatori, all’interno dei geni candidati appartenenti 
al cluster genico dell’IL-1, e la patologia. Questa analisi “single point” è basata sulla 
genotipizzazione di un piccolo set di marcatori presenti nella regione genomica di interesse. 
Anche se sono condotti su regioni specifiche, questi studi sono negativamente influenzati dal 
fatto che esaminano solo una frazione della variazione genetica e trascurano le eventuali 
correlazioni tra marcatori (Cardon & Abecasis 2003). Inoltre, i test di associazione che 
considerano i singoli markers separatamente nei casi e nei controlli hanno un potere statistico 
limitato dovuto ai necessari aggiustamenti dovuto ai confronti multipli.  
 
Nel nostro studio, è stata effettuata una analisi più dettagliata della struttura di LD della 
regione cromosomica 2q13-14, ove mappano i geni IL-1A, IL-1B e IL-1RN. La valutazione è 
stata effettuata sia mediante test tra coppie di marcatori (D’ ed r2) che mediante studio del 
profilo a blocchi di LD (mappa in LDUs) considerando contemporaneamente tutti i 58 SNPs 
che coprivano l’intera regione cromosomica. Sulla base del profilo "a blocchi" ottenuto sia 
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dalla mappa di LD che dall’analisi a coppie abbiamo analizzato la struttura aplotipica della 
regione candidata raggruppando i polimorfismi utilizzati in quattro regioni. Dopo la 
ricostruzione degli aplotipi, non è stata rilevata alcuna associazione significativa tra i geni IL-
1A, IL-1B e IL-1RN e la AgP. È stata osservata solo una debole associazione tra la patologia e 
IL-1F6 e IL-1F8. 
 
In conclusione, all’interno dei limiti del presente studio, i risultati sembrano non sostenere la 
esistenza di una variante causale per la AgP all’interno della regione candidata ove mappano i 
geni IL-1A, IL-1B e IL1RN in una popolazione Italiana Caucasica rappresentativa. 

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